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Riassunto

Introduzione. Lo scompenso cardiaco (SC) € una sindrome clinica caratterizzata da una
graduale perdita di funzione di pompa del cuore e da una serie di eventi progressivi noti
complessivamente come rimodellamento cardiaco. Molti studi hanno dimostrato come
I'infiammazione giochi un ruolo importante nello sviluppo e progressione dello SC e molte
citochine risultano coinvolte nell’ attivazione di processi, quali ipertrofia, fibrosi, apoptosi, che
si associano ad un cuore scompensato. L'impianto di dispositivi di assistenza ventricolare
sinistra (LVAD) in pazienti con SC in fase terminale in attesa di trapianto d’organo induce un
miglioramento nel quadro emodinamico del paziente e sembra interferire positivamente con
molti processi coinvolti nel rimodellamento cardiaco favorendo il processo di rimodellamento

inverso.

Scopo. Scopo di questo lavoro di tesi & stato quello di valutare I'impatto dell'impianto di LVAD
sul processo di flogosi misurando I’espressione sia di indici inflammatori classici sia di nuove
vie di segnale. Gli obbiettivi specifici sono volti a:
1) confrontare il profilo infiammatorio in pazienti con SC sottoposti a impianto di LVAD (
gruppo pre-LVAD) con quello di pazienti con SC stabili sottoposti a trapianto di cuore (gruppo
HT), considerati come gruppo di controllo;
2) valutare I'effetto dell'impianto di LVAD sull'infiammazione, confrontando il gruppo di
pazienti pre-LVAD con pazienti studiati al momento della rimozione del dispositivo LVAD
(gruppo post- LVAD);
3) valutare il possibile ruolo dei vari indici del processo inflammatorio nell’outcome precoce

nel gruppo di pazienti pre-LVAD.

Materiali e Metodi. La raccolta dei campioni biologici € stata possibile grazie alla
collaborazione con la sede di Milano dell’lFC-CNR e con I'Ospedale Niguarda Ca’ Granda di
Milano. | pazienti arruolati nello studio sono soggetti con SC in fase terminale (classe NYHA lll-
IV; LVEF%=24+4) suddivisi in tre gruppi: gruppo pre-LVAD (n=22; eta media 58 anni); gruppo
HT (n=7; eta media 55anni) e gruppo post-LVAD (n=6; eta media 44 anni). Le biopsie cardiache
sono state ottenute per il gruppo pre-LVAD al momento dell'impianto del dispositivo dalla
porzione apicale del ventricolo sinistro. Per i gruppi post-LVAD e HT, cinque campioni di
tessuto cardiaco sono stati prelevati al momento del trapianto da differenti aree sia del
ventricolo sinistro che destro (apice, parete laterale e anteriore).

Oltre agli indici infiammatori classici, interleuchina(lL)-6, IL-8 e fattore di necrosi
tumorale(TNF)-a, sono state valutate alcune cardiochine, fra cui IL-33 e il suo recettore ST2,
I’adiponectina (ADN) e il Growth Differentation Factor(GDF)-15, proteine con azione anti-

inflammatoria e cardioprotettiva. RNA e proteine totali sono stati estratti simultaneamente dai
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campioni tissutali con il metodo del fenolo/cloroformio/guanidina-tiocianato; I'espressione a
livello di mRNA dei marcatori in oggetto € stata valutata tramite Real time-PCR dopo selezione
dei geni di riferimento.

Per i pazienti del gruppo pre-LVAD sono stati raccolti campioni ematici, basalmente ed ad un
mese dall'impianto del dispositivo, in cui sono stati misurati i livelli circolanti di IL-33 e sST2

con saggi immunometrici specifici.

Risultati. Per la selezione dei geni di riferimento per la normalizzazione dei risultati di Real-
time PCR, sono stati analizzati nove possibili geni candidati; fra questi, PPIA, YWHAZ, RPL13a
sono risultati i geni piu stabili per il sistema in studio. A livello basale, IL-8 e TNF-a risultano piu
bassi nel gruppo pre-LVAD rispetto al gruppo HT, mentre IL-6 risulta significativamente piu alta
(p=0.008). | livelli di tutte le citochine aumentano dopo lI'impianto del dispositivo. | livelli di
espressione di IL-33 e ST2 sono significativamente piu bassi nel gruppo pre-LVAD rispetto al
gruppo HT (IL-33: pre-LVAD vs HT p<0.0001; ST2: pre-LVAD vs HT p=0.0006) e aumentano
significativamente dopo impianto di LVAD. Anche i trascritti di GDF-15 e di ADN aumentano
dopo LVAD. | livelli circolanti di IL-33 diminuiscono significativamente ad un mese dall'impianto
del LVAD (p=0.007), mentre per sST2 non sono state registrate differenze significative ai due
tempi di prelievo. Infine, I'espressione cardiaca di ST2 valutata al pre-impianto ha mostrato
una correlazione positiva con alcuni indici di prognosi: giorni di degenza in terapia intensiva
(r=0.591; p=0.01); giorni di ospedalizzazione (r=0.673; p=0.004) e tSOFAscore (r=0.436;
p=0.05). Anche i livelli di espressione di GDF-15 al pre-impianto correlano positivamente con la

durata della degenza in terapia intensiva (r=0.392; p=0.0110).

Conclusioni. | dati ottenuti in questo studio indicano che i mediatori dell’infiammazione sono
coinvolti sia nel declino della funzione cardiaca che nel processo di rimodellamento inverso
indotto dal LVAD. La correlazione dell’espressione basale di ST2 con gli indici di prognosi

suggerisce il coinvolgimento di questa via di segnale nel processo di rimodellamento cardiaco.
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Abstract

Introduction. Heart failure (HF) is a clinical syndrome characterized by a gradual loss of pump
function of the heart and a progressive series of events collectively known as cardiac
remodeling. Many studies have shown that inflammation plays an important role in the
development and progression of HF and many cytokines are involved in the activation
processes, such as hypertrophy, fibrosis, apoptosis, which are associated with a failing heart.
Implantation of left ventricular assist devices (LVAD) in patients with end-stage HF awaiting
organ transplantation induces an improvement in haemodynamic status of the patient and
seems to positively interfere with many processes involved in cardiac remodeling by

promoting the remodeling process reverse.

Aim. The aim of this thesis is to evaluate the impact of LVAD implant on the process of
inflammation by measuring the expression of inflammatory markers both classic and new
signaling pathways. The specific objectives are aimed at:
1) to compare the inflammatory profile in patients with HF undergoing to LVAD implantation
(pre-LVAD group) with those of patients with stable HF undergoing to heart transplantation
(HT group), considered as the control group;
2) to evaluate the effect of LVAD implant on inflammation, comparing the group of pre-LVAD
patients with patients studied at the time of removal of the LVAD (post-LVAD group);
3) to evaluate the possible role of the various indices of the inflammatory process in early

outcome in the group of pre-LVAD patients.

Materials and Methods. The collection of biological samples has been possible thanks to the
collaboration with the Milan section of the IFC-CNR and the Niguarda Ca 'Granda of Milan.
Patients enrolled in the study are end-stage HF subjects (NYHA class IlI-IV, LVEF %=24 + 4)
divided into three groups: pre-LVAD group (n=22, mean age 58 years old) HT group (n=7, mean
age 55 years old) and post-LVAD group (n=6, mean age 44 years old). Cardiac biopsies were
obtained for pre-LVAD group at the time of implantation of the device from the apical portion
of the left ventricle. For post-LVAD and HT groups, five samples of heart tissue were collected
at the time of transplant from different areas of both left and right ventricle (apex, anterior
and lateral wall). In addition to classic inflammatory markers, interleukin (IL) -6, IL-8 and tumor
necrosis factor (TNF)-a, some cardiokine have been evaluated, including IL-33 and its receptor
ST2, adiponectin (ADN) and Growth Differentation Factor (GDF) -15, proteins with anti-
inflammatory and cardioprotective role. Total RNA and proteins were extracted
simultaneously from tissue samples with the method of phenol/chloroform/guanidine-

thiocyanate; expression at mRNA level of the markers was evaluated by Real-time PCR after
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selection of the reference genes. For patients in the pre-LVAD group blood samples were
collected at baseline and at one month after the implantation of the device; the circulating

levels of IL-33 and sST2 were measured with specific immunometric assays.

Results. For the selection of reference genes for normalization of real-time PCR results nine
possible candidate genes were analyzed; among them, PPIA, YWHAZ, RPL13a genes were
found to be more stable for the system under study. At baseline, IL-8 and TNF-a are lower in
the pre-LVAD group compared to the HT group, whereas IL-6 is significantly higher (p=0.008).
The levels of all cytokines increase after implantation of the device. The expression levels of IL-
33 and ST2 are significantly lower in pre-LVAD group compared to the HT group (IL-33: pre-
LVAD vs HT p<0.0001; ST2: pre-LVAD vs HT p=0.0006) and increase significantly after LVAD
implantation. Also transcripts of GDF-15 and ADN increase after LVAD. Circulating levels of IL-
33 decreased significantly one month after the implantation of LVAD (p=0.007), whereas not
significant differences at the two sampling times were found for sST2. Finally, the cardiac
expression of ST2 evaluated at pre-implantation showed a positive correlation with some
indices of prognosis: days of ICU stay (r=0.591, p=0.01), days of hospitalization (r=0673, p=
0.004) and tSOFAscore (r=0.436, p=0.05). The expression levels of GDF-15 in pre-implantation
also correlate positively with the duration of ICU stay (r=0.392, p=0.0110).

Conclusions. The data obtained in this study indicate that inflammatory mediators are involved
in both the decline of cardiac function and the process of reverse remodeling induced by the
LVAD. The correlation of basal expression of ST2 with indices of prognosis suggests the

involvement of this signaling pathway in the process of cardiac remodeling.
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Introduzione

1 Le malattie cardiovascolari

Le “malattie cardiovascolari” (CVD) comprendono una serie di patologie che colpiscono il cuore
e/o i vasi sanguigni. Nella famiglia delle patologie cardiovascolari i rientrano anche tutti i difetti
congeniti del cuore, le malattie reumatiche ad interessamento miocardico, le varie forme di

aritmia, le patologie che interessano le valvole cardiache e I'insufficienza cardiaca.

1.1 Epidemiologia

Le CVD costituiscono ancora oggi uno dei piu importanti problemi di salute pubblica
nonostante i progressi terapeutici degli ultimi anni (Marchegiani F et al., 2009). Esse
rimangono tra le principali cause di morbidita, invalidita e mortalita nei Paesi industrializzati.
Solo in Europa si stima che il 43% dei decessi negli uomini e il 54% dei decessi nelle donne
siano ascrivibili a CVD (OMS, 2008), per un totale di 2 milioni di morti I'anno. | dati di mortalita
piu aggiornati, per il nostro Paese, forniti dall’lstat ed elaborati dall’Ufficio Centrale di Statistica
dell’lstituto Superiore di Sanita (ISS) si riferiscono al 2008. Le malattie del sistema
cardiovascolare causano 224.482 morti I'anno (97.952 uomini e 126.530 donne), pari al 38,8%
del totale dei decessi; una percentuale cosi elevata € dovuta in parte al processo di
invecchiamento della popolazione (Ministero della salute, 2013). Negli uomini la mortalita per
CVD é trascurabile fino all’eta dei 40 anni, emerge fra i 40 e i 50 anni e poi cresce in modo
esponenziale con I'eta. Nelle donne il fenomeno si manifesta a partire dai 50-60 anni e cresce
rapidamente (Ministero della salute, 2013). Dati importanti sull’incidenza delle CVD nella
popolazione sono stati ricavati dagli studi longitudinali condotti nell’ambito del Progetto
CUORE (Osservatorio Epidemiologico cardiovascolare-ISS), che hanno coinvolto piu di 21.000
soggetti tra uomini e donne di eta compresa tra i 35 e i 74 anni a partire dalla meta degli anni
Ottanta con follow-up medio di 13 anni. | dati indicano un’incidenza di eventi coronarici (negli
uomini 6,1 per 1.000 per anno con la letalita a 28 giorni del 28%, nelle donne 1,6 per 1.000 per
anno con letalita del 25%) maggiore rispetto a quelli cerebrovascolari (negli uomini 2,7 per
1.000 per anno, nelle donne 1,2 per 1.000 per anno) in entrambi i sessi, eccetto che per
'ultima decade di eta nelle donne, in cui vi e una maggiore incidenza di accidenti
cerebrovascolari. La letalita & alta sia negli uomini (32%) sia nelle donne (35%) e aumenta

molto con I'avanzare dell’eta (Ministero della Salute,2013), come mostrato in tabella 1.
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e orona e ereprova Ola
Uomini Donne Uomini Donne
i Tassi di . Tassi di . Tassi di Tassi di .
a incidenza | Letalita | incidenza | Letalita, | incidenza Letalita 0 | ncidenza Letalita,
per anno % per anno % per anno 70 per anno %
per 1.000 per 1.000 per 1.000 per 1.000
35-
3.2 9.6 0.5 8.3 0.6 11.1 0.3 20.0
44
45-
54 45 15.3 1.2 11.4 1.7 29.1 0.6 23.7
55-
64 9.7 33.6 2.8 27.1 4.8 27.3 2.3 33.9
65-
24 10.1 54.2 45 54.5 7.8 53.6 5.3 49.0
35-
o 6.1 27.9 1.6 25,4 2.7 32.0 1.2 34.7

Tabella 1 Progetto CUORE-Studi Longitudinali: tassi di incidenza e letalita — Uomini e donne 35-74 anni; follow-up
dicembre 2004. Modificato da Istituto Superiore di Sanita 2010

1.2 Fattori di rischio

Le CVD, sono malattie complesse con eziologia multifattoriale. Sono noti diversi fattori che
aumentano il rischio di sviluppare la malattia (Ministero della salute, 2013). Tali fattori di
rischio vengono tradizionalmente distinti in :

- non modificabili ;

- modificabili;

- parzialmente modificabili.
Fra questi i piu importanti sono: I'eta, il sesso, la pressione sanguigna, i livelli di colesterolo, il

fumo, il diabete, I'obesita e lo stile di vita (Tabella 2).

Non modificabili Modificabili ‘ Parzialmente modificabili

. Mancanza di _ _
Eta o Diabete mellito
attivita fisica

Sesso Fumo Ipertensione arteriose

Storia personale di ] )
] Alimentazione =
Malattie ) ) ) Obesita
) ) ricca di grassi
cardiovascolari

Fattori genetici Abuso di alcool Ipercolesterolemia

Basso colesterolo HDL

Tabella 2 Fattori di rischio cardiovascolari Modificato da Marchegiani F et al., 2009
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L’entita del rischio che ogni persona ha di sviluppare la malattia dipende dalla combinazione
dei livelli dei diversi fattori di rischio.

E stato osservato che, grazie al solo cambiamento dello stile di vita (riduzione del numero di
sigarette fumate e aumento dell’attivita fisica) e al controllo di fattori quali la pressione
arteriosa e i livelli di colesterolo, si &€ avuta una riduzione dei casi di malattie cardiovascolari

nelle donne di oltre il 20% (Brown JR.,et al 2010).

1.3 Il sistema cardiovascolare

[l sistema cardiovascolare € formato daorgani'cavi": i vasi sanguigni, condotti che
permettono il movimento del sangue nell’organismo e il cuore, muscolo cavo la cui funzione
principale & quella di pompa. Il sangue circola all’interno di questi organi cavi seguendo dei
percorsi prestabiliti che vengono distinti in piccola e grande circolazione.

| vasi sanguigni vengono generalmente classificati in relazione alla loro dimensione e

composizione come mostrato in figura 1.

Generalmente quando si descrive la struttura dei vasi, si vanno a distinguere:
- tonaca intima: cioe la parte piu interna dei vasi costituita da tessuto endoteliale che

poggia su uno strato di tessuto connettivale subendoteliale;

- tonaca media; formata da fibrocellule muscolari lisce e tessuto connettivale elastico,in

proporzioni diverse nell’arterie e nelle vene , e in rapporto anche al calibro del vaso;

- tonaca avventizia:tessuto connettivale che protegge il vaso e ne permette il contatto con

le altre strutture.

Arterie 4,0 mm 1,0 mm
Arteriole 30 um 6,0 pm = _/" 3
£
Capillari 8,0 um 5,0 um ! : : b
Venule 20,0 um 1,0 um B %
e

Vene 5,0 mm 0,5 mm

Figura 1: La parete dei vasi sanguigni variano in diametro e composizione. Modificato da Silverthorn 2005.

Come facilmente si pud notare dalla Figura 1 le arterie presentano tutte e tre le tonache sono

particolarmente arricchite di fibre elastiche e di fibrocellule muscolari lisce. La presenza di
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tessuto muscolare ed elastico permette alle arterie di accumulare, dilatandosi, I'energia
impressa alla massa sanguigna dalla contrazione del cuore; quando questo si rilascia tra una
contrazione e l'altra, I'energia accumulata dalle arterie viene ceduta lentamente alla colonna
ematica diretta in periferia; in questo modo le arterie contribuiscono a trasformare i flotti
ematici intermittenti, provenienti dal cuore, in un flusso continuo (laminare) essenziale per
consentire i normali scambi a livello capillare.

Al pari delle arterie, le vene sono costituite da tre strati, ma le loro pareti sono meno
estensibili e spesse rispetto alle arterie di pari calibro; cid permette il transito di grosse
quantita di sangue senza opporre una grossa resistenza. Lungo alcune vene, in particolare in
quelle di maggiori dimensioni localizzate a livello degli arti inferiori, sono dislocate speciali
valvole - dette a mezzaluna o a nido di rondine - che assicurano I'unidirezionalita del flusso

ematico in senso centripeto (dalla periferia al cuore).

[l cuore

[l cuore & una pompa volumetrica discontinua il cui ciclo funzionale € costitutito da una fase di
rilasciamento (diastole) , deputata al riempimento dei ventricoli, e una fase di contrazione
(sistole), durante la quale il flusso viene espulso dai ventricoli. Il flusso generato dal cuore (in
litri al minuto) viene detto gittata cardiaca ed pud essere misurato come il prodotto del
volume espulso in una sistole (Vs) per il numero di sistoli nell’'unita di tempo ( frequenza

cardiaca, cioé il numero di battiti in un minuto; FC); (D’Angelo, Peres; 2007)

Gittata Cardiaca= Vs X FC

[l cuore nei Mammiferi & un organo prevalentemente muscolare a quattro cavita, due atri posti
superiormente e separati tra di loro da un setto interatriale, e due ventricoli posti
inferiormente, separati tra di loro da un setto interventricolare. Fra gli atri e i ventricoli si
interpone un setto di tessuto collagene a cui sono ancorate le valvole atrioventricolari,
tricuspide nel cuore destro e bicuspide o mitrale nel cuore sinistro. Agli atri giungono le vene
cave a destra e le vene polmonari a sinistra. Dai due ventricoli prenderanno origine, con
I'interposizione delle valvole semilunari, I'arteria polmonare a destra e l'aorta a sinistra.

(Fig.2A)
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La parete delle camere cardiache € rivestita esternamente da una sottile membrana
connettivale (epicardio) e internamente da endotelio (endocardio); fra questi & compreso il
muscolo striato cardiaco (miocardio) (Fig.2B) .Tutto il cuore &€ contenuto in un sacco sieroso,
detto pericardio, costituito da un foglietto parietale, aderente alle formazioni mediastiniche, e
un foglietto viscerale, fuso all’epicardio. (D’Angelo , Peres; 2007).

Diversamente da altri muscoli il cuore ha capacita di attivita autoritmica, indipendente dal
comando nervoso. Il controllo nervoso sul cuore pud modulare la frequenza di contrazione

aumentandola o diminuendola, ma questa & generata in maniera spontanea dal miocardio.

1.4 Classificazione delle malattie cardiovascolari

Con il termine di CVD si identificano numerose patologie a carico del cuore e dei vasi esse
rappresentano la principale causa di morte nei Paesi Industrializzati. Lo Scompenso Cardiaco

rappresenta spesso una complicanza o il destino comune di molte delle CVD.

1.4.1 Aterosclerosi

L’aterosclerosi € una malattia inflammatoria cronica delle arterie di grande e medio calibro. Il
termine deriva dal greco e si riferisce all'ispessimento dell’intima delle arterie (sclerosis,
indurimento) e all’accumulo di lipidi (athere) che caratterizzano le lesioni tipiche. Le sedi
maggiormente colpite dalla malattia sono rappresentate dell’aorta e dai suoi rami principali,
dai vasi del circolo cerebrale e degli arti inferiori, ma soprattutto dalle coronarie, dove
I'affezione condiziona lo svilupparsi di cardiopatia ischemica, cioe di una sofferenza del
miocardio conseguente all’ipossiemia determinata dal ridotto flusso sanguigno nei vasi
aterosclerotici (Rugarli, Medicina interna sistematica 2010). || fenomeno aterosclerotico ha

origine in giovane eta; prosegue poi nella vita adulta e le manifestazioni cliniche si
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osserveranno prevalentemente tra i 40 e i 60 anni e sono dovute alla ischemia nel letto vasale
dipendente dall'arteria lesa. La riduzione del flusso dipende sia dal restringimento del lume
arterioso in corrispondenza delle lesioni aterosclerotiche sia dalla presenza di meccanismi di
compenso insufficienti. Il principale meccanismo di compenso e rappresentato dall'instaurarsi
di circoli collaterali, che consentono al sangue di raggiungere i territori ipoirrorati attraverso i
vasi adiacenti. Le donne sono in generale protette da aterosclerosi fino alla menopausa, dopo
perd ne sono soggette quanto gli uomini e spesso la patologia ha effetti piu gravi su di esse
perché si manifesta in maniera piu rapida e non c’e tempo sufficiente per sviluppare un circolo
collaterale in grado di supplire i difetti di perfusione (Pontieri, 2010). L’aterosclerosi si
manifesta con tre lesioni elementari che rappresentano le fasi evolutive della malattia: le strie
lipidiche o fatty streak, sono lesioni reversibili che possono comparire anche in etd molto
giovane,che si presentano come allungate 1-2mm. La placca fibrosa consiste di un
ispessimento circoscritto, sporgente sul piano dell’intima, ricoperto da un rivestimento fibroso
ma con parte centrale molle. Le placche fibrose posso poi andare incontro ad ulteriori
complicazioni, determinando cosi il terzo stadio dell’aterosclerosi, le lesioni complicate.

La rottura della placca € un evento rapido, imprevedibile ed anche il piu pericoloso
dell’aterosclerosi perché porta alla formazione di coaguli e di trombi con occlusione dei vasi.
Ischemia e necrosi degli organi perfusi,dai vasi danneggiati, saranno le conseguenze immediate
di questo evento. Gli ateromi che hanno una piu alta probabilita ad andare incontro a rottura,
le cosi dette placche instabili o vulnerabili, presentano un voluminoso core lipidico, con almeno
il 40% di contenuto in lipidi (Davies MJ., et al. 1993, Davies MJ., et al 1994) e una capsula
fibrosa di rivestimento sottile. La rottura della capsula fibrosa si associa abitualmente ad una
marcata infiltrazione locale di macrofagi, linfociti T e plasmacellule. | macrofagi possono
rilasciare alcune metalloproteasi, in grado di degradare la matrice intracellulare ed indebolire
la struttura connettivale. Ed & proprio I'assottigliamento della capsula fibrosa, indotto dalle
matallaproteinasi rilasciate dai macrofagi, I’elemento che favorisce la rottura della placca
aterosclerotica (Pavone, 2008). Gli eventi che seguono la rottura della placca vedono:
attivazione della via estrinseca della cascata coagulativa, attivazione delle piastrine da cui
segue formazione del trombo piastrinico e vasospasmi,come conseguenza del rilascio del
contenuto dei loro granuli. Dunque I'ostruzione del vaso che compromette I'apporto di
0ssigeno e nutrienti all’'organo o tessuto a valle dell’occlusione, pregiudicandone la funzione,

fenomeno conosciuto come ischemia.
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1.4.2 Cardiopatia Ischemica

[l termine cardiopatia ischemica (Cl) raggruppa una serie di quadri clinici che hanno in comune
lo sviluppo di “ischemia miocardica”, ossia di una sofferenza o un danno delle cellule
miocardiche conseguente a un insufficiente apporto di ossigeno rispetto alle loro richieste
metaboliche (Rugarli, 2010). La causa piu frequente di cardiopatia ischemica (95% dei casi) €
rappresentata dalla aterosclerosi coronarica. La malattia aterosclerotica pud portare a
restringimenti del lume delle arterie epicardiche (vasi di conduttanza) ed anche a una
riduzione delle capacita di tutto I'albero coronarico. Una lesione aterosclerotica di un ramo
epicardico determina a valle della stenosi una caduta di pressione proporzionale alla riduzione
del calibro vasale. Il gradiente pressorio che si crea stimola la dilatazione dei vasi di resistenza
(pre-arteriole e arteriole), allo scopo di mantenere un flusso adeguato in condizioni basali. I
flusso coronarico a riposo non é alterato fino a stenosi del 70-85%, in quanto la resistenza data
dalla stenosi & praticamente trascurabile in confronto alle alte resistenze distali, che svolgono
un ruolo fondamentale nella regolazione del flusso coronarico a riposo (GOULD KL 1991). Se la
stenosi riduce la sezione del ramo epicardio di oltre 1'85%, nel momento in cui si creeranno le
condizioni che portano ad un aumento dello richieste metaboliche del miocardio, il circolo
coronarico non sara piu in grado di soddisfare tale domanda, da qui comparsa di ischemia. A
livello clinico la manifestazione della cardiopatia ischemica si avra come Angina oppure come

Infarto del miocardio.

Angina pectoris
L’Angina & una manifestazione molto comune di ischemia del miocardio. La classificazione

clinico-prognostica dell’angina é principalmente di due tipi: angina pectoris stabile o da sforzo
e angina pectoris instabile.

L’angina stabile o da sforzo & quella che meglio evidenzia la differenza tra I'aumento delle
richieste metaboliche del miocardio e l'incapacita del letto coronarico di incrementare
parallelamente il flusso. Una forma particolare di angina stabile é la sindrome X cardiaca.

Tra la forma stabile dell’angina e quella instabile si colloca I'angina di Prinzmetal chiamata
anche angina variante essa descrive una sindrome con dolorosa manifestazione fulminante,
nata senza alcuna precedente correlazione a stress o sforzo della persona, portando a volte
anche alla morte improvvisa del soggetto coinvolto.

Infine, I'angina instabile che & da ricondurre alla instabilita di una placca aterosclerotica, per
rottura del cappuccio fibroso protettivo caratteristico delle placche stabili, da cui fissurazione o
rottura della placca, con conseguente formazione di aggregati piastrinici stabili o instabili, o di

trombi parzialmente occludenti. Per la frequente e rapida evoluzione verso un infarto del
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miocardio o verso una morte improwvisa, questa forma di malattia anginosa viene spesso

indicata, per quanto impropriamente, come pre-infartuale (Pontieri, 2010).

Infarto del miocardio

Per infarto del miocardio (IMA) si intende la sindrome coronarica acuta dovuta all'ostruzione
di unaarteria coronariaa seguito della fissurazione del cappuccio fibroso di una placca
ateromatosacon  formazione di  untrombo occludente e  conseguente necrosi
circoscritta del tessuto miocardico, incapace di sopportare condizioni di ipossia anche per brevi

tempi (Fig. 3)

Arteria Coronaria
"y Sinistra

Arteria Coronaria " -
Destra \

Occlusione

Zona
infartuata

Figura 3: Cuore infartuato. Modificato dal web.

L’infarto del miocardio ha come causa la formazione di un trombo coronarico, un evento reso
possibile dal contributo di tre ordini di fattori (triade di Virchow): una lesione endoteliale, un
aumento della funzione emostatica e un rallentamento distrettuale del circolo.

Possiamo distinguere tre principali tipi di danno tissutale e cellulare:

- Danno ischemico. A causa del mancato arrivo di O, e metaboliti al muscolo cardiaco, si
verifichera una graduale deplezione di ATP, a questo segue rapidamente l'alterazione
funzionale della membrana, I'accumulo dello ione Ca** a livello citosolico, attivazione del
metabolismo perossidativo con produzione di radicali liberi, attivazione in maniera
progressiva e non controllata dei sarcomeri e produzione di contrazione abnorme e
disorganizzata; attivazione di vari sistemi proteasici che degradano strutture e molecole
proteiche del citoplasma, si inibisce la sintesi di ATP.

- Danno post-ischemico o da riperfusione: se nelle fasi precoci dell’ischemia viene ripristinato
il flusso si induce un danno piu importante al tessuto gia leso. Tutto cio risulta legato al
fatto che durante I’evento ischemico, si assiste all’aumento della concentrazione dello ione
Ca* nel citosol, questo porta all’attivazione di diverse proteasi calcio dipendenti che

agiscono su substrati diversi, uno dei quali e la xantina-deidrogenasi (XDH). L’attivazione
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incontrollata di proteasi calcio dipendenti porta alla conversione della XDH a xantina
ossidasi (XO), la quale in caso di riperfusione del tessuto, in presenza di ossigeno aumenta
la produzione di radicali liberi.

L’aumento delle specie radicaliche induce effetti disastrosi su un tessuto gia compromesso
dall’ischemia, si assistera nel danno da riperfusione ad un aumento dell’area necrotica.

- Danno legato alla cicatrizzazione e al rimodellamento del miocardio. L’evoluzione
anatomica dell’area di infarto, nei casi di soprawivenza, € di regola verso la fibrosi
cicatriziale. La presenza di cicatrice e la mancata restitutio ad integrum del miocardio
comporta un rimodellamento per rispondere alla nuova (deficitaria) situazione
emodinamica. Il rimodellamento riguarda sia il miocardio che lo stroma. | singoli
miocardiociti spesso vanno incontro ad ipertrofia compensatoria per sopperire alle
deficienze locali di contrattilita (Pontieri, 2010).

La diagnosi di infarto, oltre alle osservazioni della sintomatologia, richiede generalmente

I’esecuzione dell’ elettrocardiogramma che rilevera alterazioni del tratto ST e delle onde T e Q.

Altri esami che rivestono una notevole importanza sono quelli relativi alla misura dei marcatori

sierici di necrosi cardiaca. In ordine di tempo e in parallelo con I’'estensione dell’aria di infarto

aumenta per prima la troponina T (parte del complesso di regolazione dell’interazione actina-
miosina), poi (entro le 12-24 ore) aumenta I'isozima cardiaco della creatin-chinasi (MB-CK),
segue I'aumento dell’aspartato aminotrasferasi (entro le 24-48 ore) e degli isoenzimi della
lattico-deidrogenasi (LDH-1,LDH-2). Questi ultimi, rappresentano, unitamente al dosaggio della
troponina T e della mioglobina un utile sussidio diagnostico a partire delle fasi precoci e fino
ad una settimana circa dall’esordio. Piu tardivamente sara possibile osservare eventi
inflammatori. Si attiva la risposta infiammatoria, questa compare entro le prime 24-72 ore

dallinizio della sintomatologia, si assiste al rilascio di citochine pro infiammatorie (IL-1,

TNFa,IL-6), aumento delle proteine di fase acuta, febbre, iperglicemia, leucocitosi e aumento

della VES (Pontieri, 2010).

1.4.3 Ipertensione arteriosa

Con il termine di pressione arteriosa si indica la forza esercitata dal sangue contro la parete
delle arterie ed é riassunta da due misure sistolica e diastolica.

L’ipertensione arteriosa € una malattia cronica in cui la pressione del sangue nelle arterie della
circolazione sistemica risulta elevata. Cio comporta un aumento di lavoro per il cuore.

Secondo la classificazione di ipertensione arteriosa stilata nel 2007 dall’European Society of
Hypertension (ESH) e dall’European Society of Cardiology (ESC), si considera ottimale una

pressione sistolica <120 mmHg e una pressione diastolica<80 mmHg, mentre valori di massima
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tra 130/139mmHg e valori di minima tra 85/89 mmHg delineano la classe normale-alta (o di
pre-ipertensione). | dati ottenuti da studi longitudinali (come il Framingham Heart Study)
hanno dimostrato che tali valori della pressione arteriosa sono associati a un piu alto rischio di
sviluppare malattie cardiovascolari, rispetto ai soggetti con livelli di pressione inferiore a
120/80 mmHg (Vasan RS., et al 2001).

Pertanto la classe “Pre-ipertesi”,(come descritto nella classifica della Joint National Committee
on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure), indica una classe
di individui che non presentano un quadro clinico patologico. Piuttosto si tratta di una
designazione scelta per identificare le persone, alto rischio di sviluppare ipertensione, in modo
che i pazienti siano informati preventivamente dai medici e incoraggiati a prevenire o ritardare
lo sviluppo della malattia (Aram V., et al 2003).

Si puo parlare inoltre di ipertensione primaria e di ipertensione secondaria.

L'ipertensione primaria, conosciuta anche come essenziale, & la forma piu comune di
ipertensione, rappresentando il 90-95% di tutti i casi. L'ipertensione primaria ha un’eziologia
ignota; infatti, & altamente improbabile che le diverse alterazioni emodinamiche e
fisiopatologiche che la caratterizzano derivino da una singola causa, ma si pensa che possano
dipendere da interazioni tra componente genetica e componente ambientale.

Numerose varianti genetiche comuni che comportano piccoli effetti sulla pressione sanguigna,
sono stati identificati cosi come alcune varianti genetiche rare che portano a grandi effetti sulla
pressione arteriosa, particolare attenzione ¢ stata data ai polimorfismi dei geni i cui prodotti di
espressione sono implicati nel Sistema Renina-Angiotensina e proteine che influenzano il
riassorbimento del sodio. Tuttavia la base genetica dell'ipertensione & ancora poco conosciuta.
Qualunque siano i meccanismi patogenetici che sono alla base di questa patologia devono
necessariamente provocare un aumento delle resistenze vascolari periferiche totali mediante
vasocostrizione, incremento della gittata cardiaca, o entrambi, in quanto la pressione arteriosa
e uguale alla gittata cardiaca moltiplicata per le resistenze (Giusti G. 2009).

L'ipertensione secondaria € dovuta a cause identificabili. La malattia renale ne € la causa piu
comune, seguita da condizioni endocrine come: ipertiroidismo, ipotiroidismo, sindrome di
Conn, iperparatiroidismo. Poi ancora: obesita, apnea notturna, gravidanza, consumo eccessivo
di farmaci diversi, possono contribuire nell’insorgenza dell’ipertensione secondaria.
L’ipertensione costituisce in primo luogo un fattore di rischio per I'insorgenza di aterosclerosi,
che colpisce eminentemente le arterie di grande e di medio calibro. In secondo luogo, rilevanti
aumenti pressori sono in grado di provocare una sofferenza anche a livello delle arteriole.
Come noto, quando la pressione arteriosa sale, I'autoregolazione vasale interviene a

determinare una costrizione, al fine di impedire che le arteriole stesse siano sottoposte ad un
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insulto meccanico eccessivo da parte dell’onda sfigmoica (Rugalli, 2010). Tale autoregolazione
puo funzionare pero fino a certi limiti oltre i quali oltre il meccanismo di autoregolazione viene
meno e si va in contro ad aterosclerosi. Diversi studi hanno dimostrato che nelle fasi iniziali si
osserva un aumento della gittata cardiaca, mentre in un numero minore di casi si assiste ad un
incremento delle resistenza periferiche. Quando I'ipertensione arteriosa si & stabilizzata nella
sua forma conclamata e manifesta, la maggior parte dei pazienti presenta una gittata cardiaca
normale in presenza di resistenze periferiche aumentate (Rugarli, Medicina interna sistematica

2010)

1.4.4 Valvulopatie
Le valvulopatie sono malattie a carico delle valvole: mitralica e aortica per la parte sinistra del

cuore; tricuspide e polmonare per la parte destra. Le patologie valvolari sono essenzialmente

di due tipi:

- Stenosi, con incompleta apertura della valvola. Viene ostacolato il flusso anterogrado del
sangue.

- Insufficienza, con incompleta chiusura della valvola. Parte del sangue pompato torna
indietro, attraverso la valvola che dovrebbe essere chiusa.

Molto spesso perd stenosi e insufficienza coesistono nella stessa valvola, realizzando la

cosiddetta stenoinsufficienza.

Viene inoltre fatta una distinzione tra valvulopatie congenite (alterazioni delle strutture

cardiache che si registrano durante lo sviluppo embrionale, associate spesso ad altre anomalie

congenite che portano a sindromi assai piu complesse) e valvulopatie acquisite (possono

essere dovute a infezioni, infiammazioni, degenerazione del tessuto valvolare, traumi,

ischemia miocardica o patologie del muscolo cardiaco).

Qualunque sia I'origine dell’alterazione morfofunzionale delle valvole cardiache, nei pazienti

che manifestano queste modificazioni si verifica un aumento del lavoro del cuore con

conseguente ipertrofia e/o dilatazione ventricolare, che a sua volta puo essere associata ad

insufficienza ventricolare con congestione polmonare o degli altri organi.

1.4.5 Le cardiomiopatie

Le cardiomiopatie costituiscono un gruppo eterogeneo di malattie del miocardio a eziologia
frequentemente genetica, che attraverso lo sviluppo di disfunzioni elettriche e/o meccaniche a
carico del muscolo cardiaco determinano spesso l'instaurarsi di fenomeni diipertrofia
o dilatazione delle camere ventricolari (Maron BJ et al, 2006). All'interno del vasto insieme
delle cardiomiopatie € possibile distinguere due grandi sottocategorie: le cardiomiopatie

primitive sono malattie prevalentemente limitate al solo miocardio; mentre nelle
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cardiomiopatie secondarie la malattia del miocardio non € che una delle espressioni di una piu

vasta patologia multiorgano

| quattro tipi principali di cardiomiopatie sono:

e Cardiomiopatia dilatativa: & una sindrome caratterizzata da dilatazione e riduzione della
contrattilita globale del ventricolo sinistro o di entrambi i ventricoli con conseguente
riduzione della gittata sistolica e un aumento del volume telesistolico.

o Cardiomiopatia ipertrofica: malattia genetica, a trasmissione familiare, determinata da
mutazioni su geni che codificano per le proteine del sarcomero. E caratterizzata da
un’importante ipertrofia miocardica del ventricolo sinistro che determina una riduzione
relativa della cavitda ventricolare sinistra e un alterato riempimento ventricolare
(disfunzione diastolica) dovuto all'ipertrofia e a un’aumentata rigidita del ventricolo
sinistro.

e Cardiomiopatia restrittiva: € una condizione caratterizzata da normale dimensione cavitaria
sinistra e normale funzione sistolica ma con una rigidita miocardica aumentata (Siegel RJ
1984).Questo aumento di rigidita ventricolare puo essere conseguenza di fibrosi estesa, da
cui si ottiene una riduzione della sua capacita di distensione, aumento della pressione
atriale con dilatazione degli stessi atri e possibili artmie, oltre al fatto che il sangue ristagna
negli atri con conseguente congestione venosa polmonare e/o sistemica.

« Cardiomiopatia aritmogena del ventricolo destro. E una cardiopatia primitiva del muscolo
cardiaco, geneticamente determinata, e caratterizzata da un punto di vista

anatomopatologico da atrofia miocardica con successiva sostituzione fibro-adiposa.

1.5 Lo Scompenso Cardiaco

Lo scompenso cardiaco (SC) € una sindrome clinica complessa nella quale un’anomalia della
struttura o della funzione cardiaca rende il cuore incapace di riempirsi o di pompare il sangue
in quantita sufficiente per soddisfare le esigenze metaboliche dei tessuti, o puo farlo solo a
prezzo di elevate pressioni di riempimento (Braunwald E. , et al 2005).

Nei Paesi industrializzati circa 1-2% della popolazione presenta SC (McMurray JJV 2010), ma la
prevalenza sale al 10% o piu per gli ultra settantenni. L’eta costituisce quindi uno dei principali
fattori di rischio per lo SC. | progressi economici e sociali, associati a importanti avanzamenti in
campo medico/terapeutico , hanno portato ad un graduale incremento delle aspettative di vita
nella popolazione. Nel 1901 risiedevano in Italia 32,5 milioni di abitanti, tra questi circa il 6,1%
avevano compiuto 65 anni. Nell’'ultimo censimento del 2011, risultano residenti in Italia 59,4

milioni persone e gli ultra sessantacinquenni oggi sono pari al 20,3% del totale; si stima che per
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il 2043 questa percentuale oltrepassera il 32% (ISTITUTO NAZIONALE STATISTICA-ISTAT). |l

progressivo invecchiamento della popolazione e I'aumentata sopravvivenza dopo un infarto

miocardico acuto hanno portato e porteranno ad una crescita del numero dei pazienti affetti

da SC e conseguentemente del numero di ospedalizzazioni per tale patologia. Nei Paesi

industrializzati, dunque, lo SC rappresenta una delle principali patologie che maggiormente

incidono sul costo del sistema sanitario.

Esistono numerose definizioni di scompenso cardiaco che tuttavia tendono ad evidenziare

aspetti specifici di questa sindrome senza riuscire a descriverla pienamente nella sua

complessita.

Si puo parlare infatti di:

(0]

Scompenso cardiaco acuto : se causato da un improvviso cedimento della funzione di
pompa ventricolare con importante riduzione della gittata cardiaca e sovraccarico
emodinamico della sezione sinistra con rapido incremento della pressione intra-cavitaria e
polmonari fino all’edema polmonare.

Scompenso cardiaco cronico: € la forma piu comune di SC che si presenta come
“complicazione” di molte malattie del sistema cardiovascolare. Generalmente si definisce
lo SC come una malattia cronica ad evoluzione progressiva, la cui storia naturale €
caratterizzata da un lento declino.

Scompenso cardiaco destro o sinistro: si intendono quelle sindromi caratterizzate
prevalentemente da congestione venosa sistemica o polmonare, che inducono segni di
ritenzione idrica contraddistinti rispettivamente da edemi declivi o0 edema polmonare
(Dickstein K., et al 2009) .

Scompenso cardiaco sistolico o diastolico: nel caso della disfunzione sistolica si ha un
difetto nella fase di svuotamento del ventricolo, in caso di scompenso cardiaco diastolico si
nota invece un difetto nel riempimento ventricolare (tipico caso di soggetti con
cardiomiopatia restrittiva o ipertrofica).ll principale marker della disfunzione sistolica € la
ridotta frazione di eiezione (FE), di solito inferiore a 40%, mentre nei pazienti con alterata
funzione diastolica sono compromessi gli indici ecocardiografici di riempimento
ventricolare. In gran parte dei pazienti con SC si riscontra disfunzione sia sistolica che
diastolica a riposo o sotto sforzo, ma le due forme di SC diastolico e sistolico non devono
essere considerate come due entita distinte (Brutsaert DL., et al 2006).

Scompenso cardiaco da bassa o alta portata: anche se generalmente in caso di SC si
registra una riduzione della portata cardiaca (SC da bassa portata), ci sono alcuni casi di

scompenso definiti ad alta portata associati a patologie diverse quali: ipertiroidismo,
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morbo di Paget, anemia, shunt intracardiaco; in questi casi 'aumento cronico della
portata cardiaca costituisce un meccanismo fisiopatologico essenziale.

0 Scompenso cardiaco da cause “miocardiche” o “non miocardiche”: nel primo caso
vengono considerate tutte le forme di scompenso legate a malattie primitive del muscolo
cardiaco, diversamente nel secondo caso vengono tenute in considerazione tutte le cause
di scompenso dovute ad anomalie che non interessano direttamente la funzione dei
cardiomiociti, ma limitano [l'attivita del cuore, come alterazioni del ritmo o della

conduzione del segnale, ipertrofia,ipertensione arteriosa o polmonare, tumore.

1.5.1 Eziologia dello Scompenso Cardiaco

La sindrome dello SC viene spesso definita come punto d’arrivo di molteplici anomalie che
colpiscono il sistema cardiocircolatorio, a tal proposito sono stati descritti, nel capitolo
precedente, alcuni dei principali fattori di rischio dello scompenso: ipertensione, aterosclerosi,
cardiopatia ischemica, infarto del miocardio, valvulopatie, cardiomiopatie. A queste vanno
sommati altri fattori di tipo: endocrini, esocrini, ereditari, malattie metaboliche, malattie
inflammatorie ed eventi infettivi.

Come riportato dai primi studi epidemiologici condotti nel tentativo di determinare le cause
piu frequenti di SC (Framingham heart study), per i Paesi industrializzati venne evidenziata
I'ipertensione come principale fattore causale di SC (Dawber TR., et al 1951). Oggi, grazie allo
sviluppo delle terapie anti-ipertensive (principalmente gli ACE inibitori ed i B-bloccanti),
I'ipertensione cede il posto all’infarto del miocardio come alterazione primaria che porta a SC.
A questi fattori di rischio, si va ad aggiungere la cardiomiopatia dilatativa idiopatica che
provoca circa il 15-20% dei casi di SC con funzione sistolica ridotta, questi soggetti presentano
comunque altre complicazioni cardiovascolari e difetti ereditari (Charron P., et al 2002). Nei
Paesi in via di sviluppo le valvulopatie reumatiche, ipertensione e cardiomiopatie sembrano
prevalere come fattori di rischio per I'insorgenza di SC.

Lo SC provoca un quadro clinico complesso non solo per I'inadeguata portata cardiaca, che non
soddisfa le esigenze dell’organismo, ma anche per la reazione neurormonale conseguente, per
le modificazioni della funzionalita polmonare e per le alterazioni delle prestazioni cerebrali che

si possono attribuire all’ipossia.

1.5.2 Classificazione dello Scompenso Cardiaco

| sintomi e segni di SC sono diversi. E proprio la sintomatologia uno dei criteri usati dalla New

York Heart Association (NYHA) per la classificazione dello SC, tra cui si tiene conto di:  dispnea,
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astenia a riposo e/o durante sforzo, edemi declivi presenza di ortopnea, dispnea parossistica
notturna, disturbi del tratto gastroenterico come anoressia e hausea, reflusso epato-giugulare,
turgore giugulare, epatomegalia, tachicardia, terzo e quarto tono, rantoli polmonari.

| pazienti possono essere inquadrati in una delle seguenti 4 classi funzionali come mostrato in

Tabella 3 ;

Classe NYHA Segni clinici caratteristici

Assenza di dispnea, affaticamento e palpitazioni sia a riposo
Classe |

che dopo sforzo

Dispnea,affaticamento e palpitazioni solo dopo attivita fisica
Classe Il o

ordinaria.
Classe IlI Dispnea,affaticamento e palpitazioni anche dopo sforzi lievi.

Dispnea,affaticamento e palpitazioni anche in condizioni di
Classe IV _

riposo.

Tabella 3: Classificazione NYHA

Oltre alla classifica NYHA, che rimane la classificazione piu conosciuta e usata in ambito
clinico, di recente ’American College of Cardiology (ACC) insieme al’American Heart
Association (AHA) ha proposto una nuova classificazione dello SC, che si basa non solo
sui sintomi ma anche sulla presenza di danno alle strutture cardiache. Anche in questa
nuova classificazione i pazienti vengono suddivisi in 4 categorie o stadi (Fig. 4):

0 Stadio A: i pazienti sono asintomatici e non presentano danno cardiaco, ma sono ad

alto rischio di SC.

o0 Stadio B: i pazienti sono asintomatici ma presentano segni di cardiopatia
strutturale.

0 Stadio C: i pazienti presentano sintomi di SC associati con cardiopatia sottostante.

o0 Stadio D: i pazienti con cardiopatia avanzata, marcati sintomi di SC a riposo

nonostante la terapia medica ottimale.
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Avanzata malattia strutturale,
sintomi marcati anche a riposo
nonostante la terapia

Primi sintomi
Malattia strutturale riconoscibile

Segni strutturali della malattia
NO sintomidi SC

/ Presentii principali fattoridi

/ rischio di SC. Assenza di danni
/ : strutturali o sintomi della
malattia

Figura 4. Classificazione ACC/AHA. | 4 stadi dello scompenso cardiaco.

1.5.3 I modelli di Scompenso Cardiaco

Lo SC ¢ un disordine progressivo che inizia dopo un evento di vario tipo, che danneggia il cuore
con conseguente perdita della capacita contrattile dei cardiomiociti e quindi perdita della
funzione di pompa dell’organo.

Negli anni sono stati proposti modelli diversi nel tentativo di spiegare, in maniera globale, i
meccanismi degenerativi per il cuore ma nessuno di questi riesce a decodificare correttamente
la complessa rete di eventi che accompagna lo SC.

Uno dei primi modelli proposti fu quello “cardio-renale”, nel quale i medici interpretavano lo
SC come un problema di eccessiva ritenzione idrosalina, causata a sua volta da una riduzione
della perfusione renale (Packer M. 1992). In seguito € stato possibile vedere che soggetti
scompensati presentavano una ridotta gittata cardiaca e un’aumentata vasocostrizione
periferica, queste osservazioni portarono allo sviluppo di un nuovo modello per spiegare lo SC
e cioe il modello “emodinamico”.

Tuttavia, anche se entrambi i modelli hanno fatto chiarezza su alcuni aspetti dello scompenso
favorendo lo sviluppo di strategie terapeutiche, in particolare il modello cardiorenale ha
fornito la base razionale per I'utilizzo dei diuretici come terapia da proporre a soggetti
scompensati, e il modello emodinamico ha portato all’'uso di inotropi e vasodilatatori come
trattamento farmacologico volto allaumento della gittata cardiaca, non sono riusciti
comunque a spiegare ed impedire la progressione inesorabile della malattia (Massie BM. 1998,
Packer M. 1992).

Lo SC puo infatti essere visto come una malattia progressiva che si avia dopo un “evento

iniziali”  che danneggia il cuore, con conseguente perdita/riduzione di funzione dei
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cardiomiociti e di conseguenza riduzione della funzione di pompa del cuore. Questo “evento
iniziale” puo essere di tipo acuto, come nel caso dell'infarto al miocardio, o puo essere un di
tipo cronico, come nel caso dell’ipertensione, o puo essere conseguenza di un difetto genetico,
come nel caso delle cardiomiopatie ereditarie (Mann DL., et al 2005). | primi sintomi del
declino funzionale della capacita di pompa del cuore, nella maggior parte dei pazienti,
risultano visibili solo dopo che la disfunzione & presente da qualche tempo. Tutto questo pud
essere spiegato come la diretta conseguenza dell’attivazione di meccanismi di compenso, che
sono in grado di sostenere, entro un certo limite, I'attivita del ventricolo scompensato.

Diversi sono i meccanismi di compenso che sono stati descritti e tra questi la precoce
attivazione del sistema adrenergico e la ritenzione idrica al fine di preservare la gittata cardiaca
(Eisenhofer G., et al 1996; Eichhorn EJ., et al 1997; Hasking GJ., et al 1986). Queste risposte
permettono inizialmente di mantenere intatta I'attivita cardiovascolare mediante un aumento
del pre-carico ventricolare e del tono vascolare sistemico, con il tempo perd questi stessi
meccanismi contribuiscono alla progressione della malattia.

Il passaggio dello SC da stadio asintomatico a stadio clinicamente rilevante € accompagnato
dall’attivazione di sistemi “neurormonali” e da una serie di meccanismi di adattamento del
miocardio, indicati in generale come rimodellamento del ventricolo sinistro (Mann DL., et al
2005).

La progressione dello SC é da ricercare, per il modello neurormonale, nella sovra espressione di
molecole biologicamente attive (tra cui noradrenalina, angiotensina Il, aldosterone, endotelina
e TNFa) che sono in grado di esercitare sul cuore e sulla circolazione degli effetti deleteri.

In origine si pensava che questi neurormoni fossero solo delle molecole segnale endocrine che
agivano anche a livello cardiaco. Tuttavia, € diventato evidente che un gran numero di questi
stessi neurormoni sia prodotto direttamente all’interno del cuore agendo in maniera paracrina
e autocrina. E ampiamente riconosciuto che le cellule del cuore: miociti, fibroblasti, cellule
vascolari e cellule progenitrici, secernono differenti sottoinsiemi di proteine regolatrici come
risposta a variazioni nell’lambiente cardiaco (Ginecchi M., et al 2008; Kakkar R., et al 2010;
Tirziu D., et al 2010; Rohr S. 2012; Tian Y., et al 2012).

L'importante concetto che viene fuori dal modello neurormonale & che la sovra espressione di
queste molecole, pud contribuire alla progressione della malattia indipendentemente dallo
stato emodinamico del paziente (Douglas L., et al 2005). Tutto questo € supportato da una
serie di evidenze sperimentali; in alcuni studi condotti su modelli animali & stato dimostrato
che a concentrazioni fisiopatologicamente rilevanti di neurormoni (Mann DL., et al 1992;
Bozkurt B.,et al 1998) o alla sovraespressione dei singoli componenti delle loro cascate di

trasduzione del segnale (Bisognano JD,et al 2000; Engelhardt S..et al 1999) e possibile
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riscontrare, nel modello, alcuni aspetti tipici di un soggetto scompensato. Di conseguenza, una
spiegazione logica per la progressione dello SC, & che I'attivazione a lungo termine di una
varieta di meccanismi neurormonali produca danni diretti sul cuore e sulla circolazione.

Finora, una varieta di proteine che comprendono: noradrenalina, angiotensina Il, endotelina,
TNFa e aldosterone, sono state considerate come alcune delle molecole biologicamete attive
capaci di contribuire alla progressione dello SC. La progressione della malattia puo pero essere
egualmente sostenuta dalla “perdita” di funzione dei vasodilatatori endogeni come:
monossido d’azoto (NO), peptidi natriuretici (BNP, CNP, ANP), prostaglandine (PGE, e PGEI,) e
chinine, con evidente incapacita nel contrastare la vasocostrizione periferica risultato delle
disfunzione delle cellule endoteliali della proprieta vasocostrittrice dell’angiotensina Il e della
noradrenalina.

Il sistema neurormonale ha permesso di capire molti degli aspetti che caratterizzano lo SC e
sviluppare farmaci per rallentare il decorso della patologia, ma anch’esso € risultato
insufficiente nello spiegare la progressione della malattia.

Le terapie mediche attuali permettono di attenuare alcuni aspetti delle scompenso, senza
arrestarne la progressione, inoltre alcuni pazienti saranno refrattari o intolleranti alla terapia.
Sono diverse le possibili spiegazioni che giustificano una mancanza di efficacia della terapia:

- una prima spiegazione € che non sia possibile raggiungere una completa inibizione dei
fattori appartenenti ad esempio al sistema RAAS o de sistema adrenergico, nel sogetto
con SC come consegunza del fatto che sia gli ACE-inibitori che i B-bloccanti possono
essere somministrati solo a dosi limitate, dati i possibili effetti avversi

- € possibile che i neurormoni abbiano vie di segnalazione differenti che non siano
antagonizzate dalle consuete terapie farmacologiche

- € possibile che I'insieme degli antagonisti dei neurormoni, oggi disponibili, non sia
sufficiente a contrastare tutte le alterazioni biologiche che si registrano in caso di SC

- e infine possibile che lo SC ad un certo punto proceda indipendentemente dallo stato

neurormonale del paziente.

1.5.4 Meccanismi molecolari e Scompenso Cardiaco

Lo SC & una delle patologie che causa piu vittime nei Paesi Industrializzati, incidendo
pesantemente sui costi del sistema sanitario. E comprensibile lo straordinario interesse che &
rivolto verso questa malattia, I’enorme attenzione posta nel tentativo di individuare possibili
biomarcatori che permettano una tempestiva diagnosi ed una piu accurata prognosi. Diversi

sono i processi biochimici che sono coinvolti nella progressione dello SC, tra cui si ricordano: il
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sistema simpatico, il sistema renina angiotensina aldosterone, il rimodellamento tissutale,
I'infiammazione, la crescita e la morte cellulare. Di conseguenza molti sono i possibili effettori

di ogni via che potrebbero essere usati come biomarcatori.

1.5.4.1 Biomarcatori e Scompenso Cardiaco

Molte delle sostanze, con attivita biologica, coinvolte nello SC si sono rivelati buoni indici della
severita della malattia e dunque sono stati proposti come biomarcatori. Alcuni dei numerosi
biomarcatori riportati in letteratura, proposti in tabella 4, sono indicatori di processi biochimici
attivati durante lo SC.

Con il termine di “biomarcatori dello SC”si indica un numero sempre piu crescente di proteine,
enzimi, ormoni e altri marker di stress cardiaco che vengono impiegati dal clinico per fare la
diagnosi e/o prognosi della malattia. Un biomarcatore é considerato clinicamente efficace se
risulta accurato, ovvero altamente sensibile e specifico nell’identificare la situazione
fisiopatologica per cui viene richiesto e nel definire la prognosi, (indipendentemente da altri
parametri disponibili); se & determinabile con metodi standardizzati e riproducibili; se i suoi
risultati sono facilmente interpretabili; infine se € in grado con il suo apporto di contribuire
significativamente alla valutazione clinica e quindi di migliorare la prognosi del paziente (Vasan
RS. 2006). La complessita della rete biochimica alla base dello SC suggerisce chiaramente che
un singolo marker non puo riflettere tutte le caratteristiche di questa malattia, mentre I'uso
combinato di diversi indici potrebbe meglio caratterizzare i pazienti con SC e creare
trattamenti pit opportuni per ogni caso specifico, aiutando a identificare quali pazienti seguire
piu da vicino (Giannessi D. 2011).

| principali biomarcatori sono indici di stress cardiomiocitario, attivazione neurormonale,
danno cardiomiocitario, attivazione flogistica, rimodellamento ventricolare (Braunwald E.,

Biomarkers in heart failure 2008).
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Biomarcatori Categoria

Peptidi natriuretici

Marcatori di attivita del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterone
Catecolammine Neurormoni
Endoteline
Vasopressina
Adiponectina

Troponina cardiaca

« Proteina legante gli acidi grassi cardiaci (H-FABP) Marcatori di danno cardiaco
e Fas (APO-1)
o Metalloproteinasi della matrice e inibitori tissutali delle metallo
proteinasi Marcatori di rimodellamento della matrice,
* Propeptidi del collagene disfunzione endoteliale ed inflammazione

Citochine e recettori correlati

Gamma-glutamiltrasferasi - N
Acido urico sierico Marcatori di stress ossidativo

Mieloperossidasi
Triiodiotironina
e GHeIGF-1

e Colesterolo

Marcatori ormonali e altri marcatori di
cachessia

Tabella 4: Alcuni dei Biomarcatori coinvolti nello Scompenso Cardiaco.

E difficile poter catalogare un biomarcatore solo come marcatore di un danno specifico o
alterazione di una specifica via biochimica perché spesso le stesse molecole sono implicate

contemporaneamente in pit processi.

1.5.5 Fisiopatologia dello Scompenso Cardiaco

1.5.5.1 1l Rimodellamento del ventricolo

[l termine di rimodellamamento indica una serie di eventi anatomici, cellulari e molecolari che
concorrono alla trasformazione del ventricolo (Lotrionte M., et al 2006). Il processo di
rimodellamento agisce sulla biologia dei cardiomiociti, sul volume dei miociti e non-miociti del
miocardio e sulla geometria e architettura della camera del ventricolo sinistro (Mann DL., et al
2005).

Come risultato delle variazioni di forma e dimensioni del LV, varazioni che mostrano il
passaggio del cuore dalla sua fisiologica forma ellittica a una piu sferica (Linzbach Al., 1960), si
avranno nuovi oneri per il cuore scompensato che viene cosi sottoposto ad un ulteriore stress
meccanico, con sovraccarioco telediastolico. Una conseguenza di questa sfericita del cuore ¢
che i muscoli papillari sono distanziati e quindi si avra insufficienza valvolare o rigurgito
mitralico (Kono T., et al 1992). Per insufficienza valvolare o rigurgito mitralico, si intende il
manifestarsi del reflusso disangue dal ventricolo sinistro all’atrio sinistro, dovuto ad
un‘anomalia che determina un'imperfetta coaptazione dei lembi mitralici durante la sistole

ventricolare.
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La camera ventricolare sinistra genera forze di trazione e forze di contrazione, che sono
responsabili, allorché in equilibrio dinamico, rispettivamente del normale e simmetrico
allineamento (apposizione) e della successiva coaptazione dei lembi e commissure lungo il
piano dell’anello. Il rimodellamento del LV condiziona un aumento delle forze di trazione che,
se non adeguatamente bilanciato da un incremento delle forze di contrazione, comporta una
dislocazione del tessuto mitralico al di sotto del piano dell’anello (malapposizione) ed una
conseguente incompleta coaptazione dei lembi o delle commissure (malcoaptazione) con
incontinenza della valvola mitralica.

Inizialmente questo “rigurgito” fu ipotizzato essere insignificante da un punto di vista clinico,
ma I'avvento delle tecniche di imaging non invasive hanno dimostrato il contrario. Lo stress
provocato da questo cronico sovraccarico emodinamico, spesso definito sovraccarico a bassa
pressione, influenza i meccanismi che favoriscono I'ipertrofia delle cellule del miocardio in
particolare si ottiene ipertrofia eccentrica (nella quale il rapporto tra spessore/diametro della
camera ventricolare non cambia).

Infatti, tale sovraccarico in diastole porta il cuore ad applicare una forza maggiore in sistole,
per pompare quest’ulteriore volume e di conseguenza si assiste ad un ulteriore aumento della
dilatazione della camera ventricolare e ad un aumento di richiesta energetica da parte
dell’organo. Questi ulteriori oneri meccanci che sono dovuti a rimodellamento ventricolare
sinistro, portano dunque ad una riduzione della gittata cardiaca, ad un ulteriore aumento della
dilatazione della camera ventricolare e ad un ulteriore sovraccarico emodinamico, condizioni
che risultano sufficienti a contribuire all’avanzamento dello SC inpendentemente dalla

condizione neurormonale del paziente (Mann DL., et al 2005) (Fig. 5).

v
5
i " f
a ( b J C. +#5 @S
| = \
- \h léj//:
\ 4 y -
i > ¥ .
’,f- o /.
',n' & (‘//’ s ‘ g
¥ B b 2 i
W} 24 Y
0 70 i

Figura 5: Rimodellamento: progressione del ventricolo sinistro verso lo SC; a.cuore normale; b. cuore ipertrofico; c.
cuore dilatato (soggetto con SC).

In corso di rimodellamento ventricolare oltre alle modificazioni “geometriche”del ventricolo &

possibile osservare anche tutti gli altri eventi che determinano il rimodellamento e
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contribuiscono alla progressione dello SC. Ai fenomeni di ipertrofia/iperplasia si sommano:
necrosi e apoptosi, ma anche modificazioni nella composizione della matrice extracellulare,con
metalloproteinasi e il suo inibitore tissutale interessati, e per finire perdita della funzione
contrattile dei cardiomiociti. Numerosi sono gli studi che suggeriscono come i cardiomiociti, in
un cuore scompensato, siano sottoposti a continui insulti da cui dipenderebbe la loro
progressiva perdita di funzione contrattile come conseguenza: di una diminuita espressione del
gene che codifica per le catene pesanti di a-miosina e un’aumentata espressione del gene che
codifica per le catene pesanti di B-miosina (Lowes BD., et al 1997; Nakao K., et al 1997),
progressiva perdita di miofilamenti, alterazioni delle proteine del citoscheletro, alterazioni
dell’accoppiamento eccitazione contrazione e desensibilizzazione della segnalazione B-

adrenergica, alterazione del metabolismo del Ca?* (Lehnart SE., et al 2009).

1.5.5.2 Sistema neurormonale e Scompenso Cardiaco

Il passaggio dello scompenso dalla fase asintomatica a quella clinicamente manifesta &
accompagnato dall’attivazione del sistema neurormonale e dei meccanismi di rimodellamento
ventricolare (Mann DL., et al 2005). | principali sistemi coinvolti in questo modello sono: il
sistema adrenergico, il sistema renina-angiotensina-aldosterone, i peptidi natriuretici e

I’endoteline.

Sistema adrenergico

L'iperattivazione del sistema adrenergico rappresenta una dei meccanismi piu importanti e
precoci di risposta ad una diminuita funzione cardiaca (Aspromonte N., et al 2010).

[l sistema adrenergico puo agire a diversi livelli portando ad aumento della funzione contrattile
del cuore, aumento della frequenza cardiaca, ipertrofia dei cardiomiociti, aumento del volume
telediastolico (Eichorn EJ., et al 1997).

Negli ultimi anni, un numero crescente di evidenze sperimentali ha attribuito alla
deregolazione degli archi riflessi (deattivazione barocettoriale e attivazione dei chemocettori e
degli ergocettori), indotta dalla disfunzione cardiaca originaria, un ruolo di primo piano nella
genesi di una risposta inizialmente compensatoria, I'ipertono simpatico, invariabilmente
associato a deattivazione parasimpatica (Grassi C. et al 1995; Piepoli M., et al 1996). Quando
protratto, lo squilibrio autonomico, nel quadro complesso di una predominanza
dell’attivazione di sistemi (adrenergico, sistema renina-angiotensina-aldosterone, endotelinico,
vasopressinico) con azione vasocostrittiva, sodioritensiva, profibrotica e pro ipertrofica e

proaritmica sul sistema controregolatore costituito dalla funzione endocrina cardiaca (Clerico
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A..et al 2006), diviene nel tempo motore di evoluzione del rimodellamento cardiaco, di
evoluzione clinica e prognosi sfavorevoli.

In condizioni fisiologiche la branca simpatica del sistema nervoso autonomo (SNS) agisce sul
cuore attraverso la noradrenalina rilasciata nel vallo sinaptico dalla terminazione del neurone
postganglionare e I'adrenalina secreta in circolo dalle cellule cromaffini surrenaliche. A livello
del cardiomiocita le catecolamine interagiscono con i recettori adrenergici, membri della
superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G (Emdin M., et al 2010). In particolare la
noradrenalina si lega ai recettori a; e B; mentre I'adrenalina & un ligando dei recettori B, e B,. Il
cuore sano esprime i recettori B1 e B2 in rapporto di 70:30; I'effetto cronotropo positivo dei f1
e mediato da una proteina G stimolatrice dell’adenilato ciclasi, mentre i recettori B2 sono
accoppiati sia a proteine G stimolatrici che inibitrici dello stesso enzima (Brum PC.,et al 2006).
L’accurata descrizione biochimica dei meccanismi che vengono attivati in seguito al rilascio di
catecolammine ha permesso di comprendere meglio i complessi eventi che si registrano in un
cuore scompensato. E stato osservato, in seguito a iperattivita del sistema adrenergico, un
aumentato rilascio di noradrenalina e una refrattarieta nella risposta alla stessa catecolamina,
risultato di un riassetto dei recettori B-adrenergici sulla membrana delle cellule bersaglio,
come difatti dimostrato negli studi condotti da Bristow e collaboratori (Bristow MR. et al 1982)

gia nei primi anni "80.

| recettori B-adrenergici (BAR) appartengono ad un’ampia classe di recettori transmembrana
caratterizzati da una struttura con sette regioni idrofobiche che attraversano la membrana
plasmatica. Come gli altri recettori appartenenti a questa superfamiglia, i recettori AR sono
accoppiati alle proteine G, proteine eterotrimeriche costituite da tre subunita: a, p e y. Le sub
unita By hanno il compito di ancorare la proteina G alla membrana plasmatica, mentre la sub
unita a ha capacita GTPasica, idrolizza il nucleotide guanosina trifosfato (GTP) in guanosina
difosfato (GDP) e monofosfato libero. In seguito all’attivazione della proteina G, la subunita a
lega GTP, si stacca dalle subunita By e va ad agire su altre molecole bersaglio che fanno parte
della cascate di trasduzione del segnale attivata dal legame della catecolammina al suo
recettore.

La subunita a stimola (Gas) o inibisce (Gai) molecole effettrici quali I'adenilato ciclasi (AC) la
cui attivazione comporta I'accumulo all’interno della cellula di cAMP (Fig. 6), importante
secondo messaggero che agisce a sua volta determinando I'attivazione della protein chinasi A
(PKA), la quale esplica i molteplici effetti intracellulari della stimolazione B-adrenergica
fosforilando numerosi substrati. In particolare, i canali del Ca++ tipo L, i recettori della

rianodina, il fosfolambano, la troponina |, la proteina C che lega la miosina cardiaca sono alcuni
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dei substrati della PKA responsabili degli effetti inotropo, cronotropo e dromotropo positivi

clinicamente evidenti nella stimolazione con farmaci B-agonisti (Schiattarella GG.,et al 2010).

cAMP

Figura 6: Recettore beta-adrenergico, attivazione dell'adenilato ciclasi. Modificato da Lehninger.

Diversi sono i meccanismi di regolazione che intervengono nel modulare I'attivita generata da
questi recettori. Si pu0 distinguere una regolazione a breve termine da una a lungo termine.

La regolazione a breve termine € anche conosciuta come desensibilizzazione, consiste in una
serie di eventi che porteranno la cellula ad essere meno responsiva all’azione del segnale,
perché presentera meno recettori sulla sua superficie cellulare. Questi processi iniziano con la
fosforilazione di BAR mediato dalle G-protein coupled receptors kinases (GRK), una famiglia di
protein chinasi. La GRK2 anche conosciuta come BARK1 €& la GRK piu abbondantemente
espressa nel cuore (laccarino G., et al 1998). La BARK1 arriva alla membrana cellulare
contattando la subunita By della proteina G, si posiziona cosi in maniera ottimale per agire sul
suo substrato, il recettore legato al suo ligando. La BARK1 fosforilando il recettore lo rende
riconoscibile alla B-arrestina, la quale legandosi ad esso ne impedisce I'interazione con la
proteina G e ne favorisce I'internalizzazione per endocitosi (Lefkowitz RJ. 2007).

E chiaro che tutto cid & solo uno degli eventi che pud essere attivato in seguito alla
stimolazione del recettore B-adrenergico; € stato visto che la fosforilazione del recettore
mediata dalla GRK facilita il reclutamento della B-arrestina insieme a molte altre molecole
potendo attivare cosi differenti vie di trasduzione. La regolazione a lungo termine ¢ legata ad
una down-regolazione dell’espressione dei geni che codificano per i recettori BAR.

L’aumentata attivita del SNS in soggetti scompensati, con l'incremento di produzione di
noradrenalina, determina una riduzione del numero di recettori B-adrenergici sulla membrana
(Bristow MR., et al 1982), e favorisce il decorso in negativo della malattia.

Come dimostrato da lavori pioneristici dei primi anni '80, I'aumentata produzione di
noradrenalina pud essere considerato, ancora oggi, come l'unico valore predittivo
indipendente di mortalita in soggetti con scompenso (Cohn JN.,et al 1984).

L’azione deleteria che si associa agli aumentati livelli di noradrenalina, vede I'attivazione di

meccanismi differenti. In primo luogo la noradrenalina promuove, al pari dell’angiotensina Il il
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rimodellamento ventricolare (Emdin M.,et al 2010). Essa, infatti, attraverso I'attivazione di
alcuni fattori di trascrizione, stimola la sintesi di huove proteine contrattili e collagene, che
portano a ipertrofia e fibrosi fino allo scompenso conclamato (Francs GS 1993). Inoltre,
esistono evidenze che la noradrenalina abbia un effetto tossico diretto — tempo e
concentrazione dipendente — sui cardiomiociti, mediato dall’aumento delle concentrazioni
intracellulari di calcio. La diminuita funzione e, infine, la morte dei cardiomiociti esposti a
concentrazioni soprafisiologiche di catecolamine concorre al declino della funzione contrattile
del ventricolo nello scompenso (Mann DL.,et al 1992). Infine I'iperattivazione simpatica
predispone all'insorgenza di aritmie ventricolari potenzialmente fatali (la causa piu frequente
di morte improvvisa nel paziente scompensato), oltre ad indurre modificazioni sfavorevoli nel

sistema immunitario (Olsson G., et al 1984; Maisel AS. 1994).

Strategie terapeutiche per modulare l'iperattivazione del SNS: i 8-bloccanti.

Dato I'importante ruolo dell’iperattivazione del SNS nell’evoluzione dello SC, sono state
sviluppate diverse strategie terapeutiche per cercare di annullare gli effetti avversi
dell’aumentato rilascio di noradrenalina. La terapia ad oggi piu utilizzata prevede I'uso di B-
bloccanti, che favoriscono una riduzione della gittata cardiaca e riducono il rilascio di renina.

[l SNS stimola direttamente il rilascio di renina da parte delle cellule della iuxtaglomerulari,
mentre I'angiotensina Il e I'aldosterone stimolano a loro volta il rilascio di noradrenalina a
livello sinaptico e ne impediscono la ricaptazione (Hilgers KF 1993).

I B-bloccanti generalmente vengono distinti in non selettivi (i quali agiscono sia sui recettori f1
che B2) e selettivi sui recettori Bl (la selettivita B2 non é ricercata in quanto porterebbe
eccessiva broncocostrizione). In caso di SC i B bloccanti pit usati sono il Cevedilolo e i
Metoprololo.

Uno dei piu evidenti effetti dei B bloccanti sta nella loro capacita di ritardare, se non
addirittura invertire, il progressivo peggioramento della funzionalita ventricolare sinistra che si
verifica nell'insufficienza cardiaca. Vari studi, controllati con placebo, hanno evidenziato che il
trattamento B bloccanti, della durata di almeno 3 mesi, migliora la funzionalita ventricolare
sinistra.

L'incremento della frazione d'eiezione osservato in seguito a trattamento con questi farmaci &
superiore rispetto a quello osservato con qualsiasi altro trattamento dell'insufficienza cardiaca
(5-10% rispetto al 2% circa ottenuto con gli ACE-inibitori). Quando il follow up € stato
proseguito per almeno 6 mesi, sono stati osservati anche una riduzione del volume

telediastolico ventricolare sinistro e della massa miocardica, un cambiamento nella
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conformazione del ventricolo sinistro che da sferica tende a diventare piu ellittica e una
concomitante riduzione della gravita dell'insufficienza mitralica. Vengono quindi modulati
positivamente tutti i processi caratteristici del rimodellamento ventricolare.

Il trattamento con Cervedilolo e Metoprololo porta, dunque, ad un aumento della frazione
d’eiezione del ventricolo sinistro (LVEF) e al rimodellamento inverso; tutto cido sembra in parte
associato all’aumento dell’espressione dell’mRNA della catena pesante a della miosina e
dell’isoforma 2 della Ca2+ ATPasi reticolo endoplasmatico/sarcoplamatico (SERCA 2a) oltre al
decremento dell’espressione dell’mRNA della catena pesante B della miosina (Lower BD., et al
2002).

Sistema Renina Angiotensina Aldosterone

Il Sistema renina angiotensina aldosterone (RAAS) svolge un ruolo fisiopatologicamente
importante per lo sviluppo e la progressione dello SC. Questo sistema comprende una
complessa cascata enzimatico-proteica che porta alla produzione di mediatori biologicamente
attivi i quali andranno ad agire regolando la pressione sanguigna, il tono vascolare, il volume
plasmatico e, in caso di una loro eccessiva stimolazione, anche il rimodellamento cardiaco
contribuendo alla progressione dello scompenso.

La renina € un enzima proteolitico della classe delle idrolasi, che viene secreto dalle cellule
della iuxtaglomerulari del rene in risposta a stimoli specifici quali: calo della pressione
arteriosa, riduzione della concentrazione di sodio nel plasma, quindi calo di sodio filtrato nel
nefrone a livello del glomerulo e “misurato” dalle cellule della macula densa dell’apparato
della juxtaglomerulari, stimolazione da parte del sistema adrenergico o altri stimoli di natura
patologica. La renina, una volta in circolo, esplica la sua azione proteolitica
sull’angiotensinogeno. Prodotto dal fegato I'angiotensinogeno, un’a-2-globulina di 452
amminoacidi appartenente alla famiglia delle serpine, viene immesso in circolo e proteolizzato
in angiotensina | solo in presenza di renina.

L’angiotensina | € un decapeptide biologicamente inattivo che rappresenta il precursore
dell’'angiotensina Il. La conversione dell’'angiotensina | (decapeptide) a angiotensina Il
(octapeptide) € mediata da un enzima proteolitico, enzima convertitore dell’angiotensina
(ACE), prodotto dall’endotelio dei capillari (soprattutto capillari dei polmoni); quest’enzima
agisce anche sulla bradichinina convertendola in frammenti inattivi, condizione necessaria per
garantire una corretta ed efficace azione dell’angiotensina Il. La bradichinina deriva dal
chininogeno attraverso I'azione della callicreina ed esplica la sua azione stimolando la

vasodilatazione.
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L’angiotensina Il, & un potente vasocostrittore in grado di determinare un aumento totale delle
resistenze periferiche e della pressione arteriosa. All'angiotensina Il si attribuiscono altre
funzioni, oltre a quelle emodinamiche. A livello cellulare I'angiotensina I modula la
contrazione, la crescita cellulare, la differenziazione e I'apoptosi; puo favorire la produzione di
citochine, I'espressione di molecole di adesione e il conseguente richiamo di cellule implicate
nella risposta infiammatoria, I'attivazione dei macrofagi, la crescita dei fibroblasti e la sintesi
delle proteine della matrice extracellulare attivando e sostenendo il processo di
rimodellamento tissutale. Oltre all’azione proinfiammatoria e alla stimolazione alla produzione
di molti fattori di crescita, I'angiotensina Il si comporta da molecola segnale che permette il
rilascio di aldosterone, ormone steroideo sintetizzato dalla corticale del surrene.

Sia I'angiotensina Il che I'aldosterone hanno effetti diretti sul miocardio. L’angiotensina Il ha
effetti citotossici sui cardiomiociti: promuove I'ipertrofia cellulare, stimola la fibrosi miocardica
ma risulta anche coinvolta nella stimolazione dell’apoptosi; tutte queste funzioni sono mediate
dal suo legame al recettore per I'angiotensina di tipo | (AT-1R) (Gajarsa JJ., et al 2011).

Questo recettore € anche coinvolto nella vasocostrizione, nell’'aumento del rilascio di
aldosterone e nel potenziamento dell’attivita simpatica. AT-1R € un recettore a sette eliche
transmembrana accoppiati a proteine G con un classico sistema di secondi messaggeri che
mediano la via di trasduzione del segnale a breve termine che comprende i ben noti effetti
emodinamici ed endocrini mediati da angiotensina Il e uno a lungo termine relativi ai processi
di rimodellamento cardiaco attuati essenzialmente attraverso la modulazione dello stato
ossidativo della cellula. L’azione dell’angiotensina Il a lungo termine determina infatti
I'attivazione del “sistema NADH/NADPH ossidasi” che svolge un ruolo chiave nella produzione
dell’anione superossido (O;), quindi aumento delle specie reattive dell’ossigeno (Griendling
KK., et al 2000). Tutto cio induce I'attivazione di effettori correlati allo stress ossidativo come il
trasforming growh factor 6 (TGFB) (Nath KA., et al 1998), e la protein chinasi C (PKC) che attiva
a sua volta altre chinasi relative allo stress ossidativo come la mitogen-activated protein kinase
(MAPKs) (Haurani MJ., et al 2007); tutto questo converge infine nel favorire il rimodellamento
cardiaco.

Oltre al recettore AT-1R, per I'angiotensina Il esiste un secondo recettore AT-2R; anche questo
€ un recettore a sette eliche transmembrana accoppiato a proteine G, il quale sembra avere
effetti opposti a quelli dell’AT-1R. | segnali mediati dal recettore AT-2R sono implicati
nell’antiproliferazione, nella differenziazione cellulare, nei segnali antiapoptotici, nella

vasodilatazione e attivano segnali antinfiammatori (Yamamoto Y., et al 2008) (Fig. 7).
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Figura 7: Sistema di attivazione dell'angiotensinongeno ad angiotensina Il. Effetti dell'angiotensina Il a livello dei
bersagli, effetto mediato dai recettori AT-1R e AT-2R.

Diversi studi su modelli animali, hanno dimostrato che la perdita di AT-2R in un cuore
infartuato porta ad un innalzamento dell'indice di mortalitd ed ad effetti deleteri sul
rimodellamento ventricolare. Infatti, se stimolato, AT-2R provvede a fornire una protezione
contro I'apoptosi e induce una risposta anti-infiammatoria (Mill JG., et al 2011).

L’aldosterone & un ormone mineralcorticoide responsabile del bilancio dei liquidi sistemici e
degli elettroliti. | principali effetti dell’aldosterone a livello del tubulo contorto distale del rene
sono quelli della ritenzione di sodio e acqua (effetto quest’ultimo legato al rilascio dell’'ormone
antidiuretico ADH o Vasopressina) e di perdita di potassio e magnesio grazie al reclutamento e
all'induzione dei canali per il sodio (ENaC). L’eccessiva produzione di aldosterone comporta
quindi un aumento della volemia e di conseguenza possibile formazione di edema, portando
ad un aggravamento del quadro clinico di un soggetto scompensato (Santesi G., et al 2005).
L’'umento di aldosterone porta inoltre ad alterazioni elettriche: la deplezione di potassio pud
indurre aritmie (Arora RB., et al 1962), |la deplezione di magnesio favorisce la vasocostrizione
coronarica (Miyagi H., et al 1989) e pu0 causare morte improvvisa (Eisemberg MJ. 1992). A
livello cardiaco, all'aumentata presenza di aldosterone corrispondera un aumento della
proliferazione dei fibroblasti, con conseguente aumento di deposizione di collagene, in
particolare collagene di tipo | e Ill (Iragi W., et al 2009). La proliferazione dei fibroblasti e la
produzione di collagene portano ad un aumento della rigidita passiva del ventricolo con
disfunzione inizialmente diastolica e quindi anche sistolica (Santese G. et al 2005). L’'aumento
della fibrosi intorno al miocita induce inoltre un aumento della richiesta di ossigeno e di

sostanze nutritive compromettendo la soprvvivenza delle cellule stesse. Questo € il substrato
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per I'apoptosi e necrosi dei miociti, con lo sviluppo di aritmie ventricolari che si tramutano
clinicamente in una progresiva dilatazione ventricolare e nel quadro di morte improwvisa (Liu
P. 1996). Inoltre I'aldosterone & coinvolto in processi fibrinolitici, infatti se somministrato
insieme all’angiotensina Il sembra aumentare i livelli dell'inibitore dell’attivatore del
plasminogeno (Brown N. et al 2000); I’aldosterone inibisce inoltre I'uptake della noradrenalina
da parte del miocardio che rimanendo libera, pud indurre aritmie, ischemia e morte
improvvisa (Santese G., et al 2005).

L’aldosterone risulta come un importante elemento prognostico, insieme all’angiotensina I,
per i pazienti con SC; per questi soggetti, infatti, un’aumentata incidenza di mortalita correla

con aumentati livelli di aldosterone (Swedberg K., et al 1990).

Strategie terapeutiche per contrastare I'azione del RAAS nello SC

Similmente a come visto per i B-bloccanti, anche gli inibitori del RAAS hanno avuto e
continuano ad avere un ruolo importante nella terapia dello SC, fra questi ricordiamo I'azione
terapeutica degli ACE-inibitori e dei bloccanti del recettore dell’angiotensina (ARB).

Gli ACE inibitori, come si evince dalla stessa definizione, inibiscono I’'enzima ACE che cosi non
esercita la sua azione di conversione dell’agiotensina | a angiotensina Il; contemporaneamente
viene anche inibita la sua azione degradativa sulla bradichinina. Come conseguenza si osserva:
la caduta del tono dei vasi sanguigni, la diminuzione della pressione arteriosa, una riduzione
del rilascio di aldosterone, diminuzione degli effetti sfavorevoli sul cuore nel soggetto
scompensato. Per quanto riguarda il ruolo che hanno questi farmaci sul rimodellamento
cardiaco, studi sulla disfunzione ventricolare sinistra hanno mostrato che il trattamento per 1
anno con Enalapril,farmaco ACE-inibitore, riduce la mortalita per SC del 22% (The SOLVD
Investigatores, 1991); inoltre questo farmaco riduce la dilatazione della camera del ventricolo
sinistro, migliorando le condizioni di vita del paziente. Un ruolo molto simile agli ACE-inibitori
viene attribuito agli ARB; I'impossibilita dell’angiotensina Il di potersi legare ai sui recettori ne
riduce gli effetti a livello sistemico e cardiaco, con effetti clinicamente imporatanti sul
rimodellamento.

Oltre agli ACE-inibitori e ARB altri farmaci, tutt’ora in uso, per contrastare I'azione delelteria
del RAAS nello SC sono gli antialdosteronici, tra cui Eplerenone. Qusto farmaco, oltre ad agire a
livello renale determinando la conservazione di potassio e magnesio, la cui deplezione € causa

di artmie e morte improvvisa, si & visto che riduce la fibrosi miocardica.
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Endoteline

Le endoteline (ET) sono tra i piu potenti peptidi vasoattivi conosciuti. Questa famiglia
comprende tre isoforme ET-1, ET-2 e ET-3, ognuna di 21 amminoacidi, i cui geni si trovano
rispettivamente sui cromosomi 6, 1 e 20 nell’'uomo (Inoue A., et al 1989). Tra queste isoforme
I’ET-1 é quella meglio caratterizzata. L'ET-1 viene tradotta come prepro-ET1, un peptide di 212
aminoacidi, ma subisce una serie di tagli proteolitici che portano ad ottenere un peptide di 38
aminoacidi denominato big-ET-1 (Yanagisawa M., et al 1988) che viene rilasciato in circolo. La
forma matura dell’ET-1 é ottenuta dal taglio enzimatico della big-ET-1 mediato dall’azione
dell’enzime di conversione dell’endotelina (ECE), che appartine alla famiglia delle
metalloproteinasi.

E stato visto come I'ET-1 oltre ad agire a livello vasale determinando vasocostrizione, agisca
anche a livello cardiaco. L’ET-1, oltre ad essere sintetizzata a livello dell’endotelio dei vasi,
viene prodotta e secreta anche dai miociti, dai fibroblasti e dell’endotelio cardiaco, agendo sul
cuore con azione paracrina e autocrina.

Si parla di effetti a breve termine (entro pochi minuti), quando I'ET-1 modula I'attivita
contrattile del cuore causando aritmie (Baltogiannis GG., et al 2005), mentre negli effetti a
lungo termine il peptide induce la crescita dei cardiomiociti (Drawnel FM., et al 2013). Gli
effetti a lungo termine dell’ET-1 sono associati a eventi ipertrofici tipici del rimodellamento
cardiaco (Yorikane R. et al1993) e alla progressione dello SC (Francis G., et al 1990). In
condizioni fisiologiche, un aumentato carico di lavoro per il cuore comporta un maggior
stiramento dei cardiomiociti e come conseguenza, dell’attivazione della risposta miogena del
cuore, un aumento delle forza di contrazione; questa forza di contrazione viene ulteriormente
potenziata dal rilascio di ET-1, la cui secrezione viene direttamente stimolata dallo stiramento
ma € dipendente anche dalla presenza di angiotensina Il (essa stessa rilasciata dai miociti
sottoposti ad un sovraccarico di lavoro) (Sadoshima J., et al 1993; Yamazaki T.,et al 1996;
Pikkarainen S.,et al 2006; Cingolani H., et al 2011). Qualora lo stimolo che induce il rilascio di
ET-1 divenga persistente la produzione di questo peptide contribuira al rimodellamento
cardiaco (Yamazaki T., et al 1996).

| principali recettori per le ET individuati sono ET-A e ET-B, questi sono classici recettori a sette
eliche transmembrana associati a proteine G eterotrimeriche, la cui stimolazione porta
all’attivazione di diverse vie di trasduzione del segnale. Il recettore ET-A & prevalentemente
espsresso nelle cellule muscolari liscie, nei cardiomiociti ma non nelle cellule endoteliali
(Hosoda K., et al 1991); questo recettore media principalmete I'azione vasocostrittrice dell’ET1
sebbene anche il recettore ET-B possa contribuire a tale funzione. Infatti il trascritto del

recettore ET-B, che & ampiamente espresso nelle cellule endoteliali (Ogawa Y., et al 1991) dove
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media la vasodilatazione attraverso il rilascio di NO e prostraciclina (De Nucci G., et al 1988;
Wanner TD., et al 1989) e presente anche in alcune cellule della muscolatura liscia vascolare
dove media vasocostrizione (Davenport AP., et al 1994).

In condizioni fisiologiche si & visto che tali recettori, nel cuore, hanno una diversa dislocazione
nelle camere cardiache, entrambi risultano molto piu espressi nelle camere atriali rispetto ai
ventricoli (Molenaar P., et al 1993). Anche se entrambi i recettori nel cuore sono espressi, ET-A
e l'isoforma predominante, con I’80% dei siti di legame per ET (Allen BG., et al 2003).

A livello ventricolare (nei miociti ventricolari isolati da cuori sani) & stato osservato solo il
trascritto di ET-A, mentre sulla cellule non miocitiche (fibroblasti e cellule endoteliali) € stato
possibile rilevare la presenza dei trascritti di entrambi i recettori (Modesti PA., et al 1999; Neri
S., etal 2000).

Da alcuni studi emerge che I'espressione dei recettori dell’ET-1 sono aumentati sui
cardiomiociti di soggetti scompensati e nei modelli animali che presentano malattie
cardiovascolari (Motte S., et al 2003; McMullen JR., et al 2007). Nello SC si osserva un aumento
della densita dei recettoriale in particolare nel ventricolo sinistro; questo aumento é
attribuibile in particolare all’aumento del recettore ET-A (Giannessi D., et al 1999).
L’espressione dei recettori € regolata da vari fattori tra cui: I'ipossia e la ciclosporina le quali
oltre a stimolare la produzione di ET-1 nelle celule endoteliali, stimolano la produzione dell’ET-
A nelle cellule muscolari liscie vascolari (Ando K., et al 1989); il fattore di crescita epidermico
(EGF), il fattore di crescita dei fibbroblasti (FGF), c-AMP ed estrogeni up-regolano I'espressione
del recettore ET-A in alcuni tessuti (Levin ER 1995). L’ormone CNP, angiotensina Il ed FGF up-
regolano I'espressione il recettore ET-B mentre angiotensina Il, PDGF(fattore di crescita
derivante dalle piastrine) down-regolano il recettore ET-A, infine cAMP e catecolammine
down-regolano il recettore ET-B (Levin ER 1995).

L'ET stessa pud modulare I'espressione dei suoi recettori come chiaramente indicato
dall’osservazione che i siti di legame ET-1 su cellule di topo in coltura, come cellule muscolari
liscie o cardiociti, sono down-regolati dal pretrattamneto con ET-1 (Hirata Y., et al 1989).

In seguito al legame di ET-1 al suo recettore, ET-A, si avra I'attivazione di una proteina G
stimolatrice che induce a sua volta I'attivazione della fosfolipasi C (PLC) e come conseguenza
aumento della concentrazione di fofatitil-inositolo 1,4,5 trisfofato (IP3) e diacilglicerolo (DAG).
L'incremento di questi fattori comportera: I'aumento della concentrazione citosolica di calcio;
I’attivazione di proteine G monomeriche e I’attivazione di diverse chinasi.

Inoltre, ET-1 stimola nicotinammide adenina dinucleotide fosfato ossidasi (NADPH ossidasi)
(De Giusti VC., et al 2008) e la produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) (Cheng TH., et
al 1999).
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L’ET-1 agisce, fisiologicamente nel cuore, come fattore inotropo positivi, aumentanto la forza
di contrazione dei cardiomiociti, attraverso I'aumento della concentrazione di calcio citosolico.
Il blocco selettivo del recettore ET-A con BQ-123 riduce I'effetto inotropo di ET-1 mentre
I’agonista selettivo del recettore ET-B, sarafotoxina S6¢, non produce variazioni sugli effetti
inotropi di ET-1 nel ventricolo (Pieske B., et al 1999).

Diverse sono le evidenze sperimentali che mettono in risalto il coinvolgimento dell’ET-1 nel
rimodellamento cardiaco (Russell FD., et al 2000; Sugden PH. 2003). Alcuni studi sono stati
indirizzati alla comprensionem dei pathway attivati dall’ET-1 e la loro azione nel
rimodellamento. In particolare I'aumentata attivita della PLC pu0 essere considerata di per se
come segnale pro-ipertrofico. Inoltre si € visto come I'aumentata concentrazione di calcio
intracellulare, oltre a garantire un aumentata forza di contrazione favorisce, attraverso vie
diverse, I'attivazione di tutti quei fattori trascrizionali la cui azione porta all’espressione di geni
coinvolti nel processo ipertrofico (Fig. 8) E stato dimostrato in vitro, su miociti ventricolari di
ratto giovane posti in coltura (NRVM), che la stimolazione con ET-1 di queste cellule altera
I'espressione di centinaia di geni, tra cui si osserva I’'up-regolazione dei trascritti delle proteine
contrattili come la catena leggera 2 della miosina, I'actina scheletrica e trponina 1 (Ito H., et al
1991), i quali sono gli stessi la cui alterata espressione € coinvolta nell’evento ipertrofico, tipico
del rimodellamento (Cullingford TE., et al 2008).

In altri studi é stato visto che infettando modelli murini con il parassita T. cruzi , protozoo che
porta allo sviluppo della malattia di Chagas che nella forma cronica da cardiomiopatia,
ipertrofia e fibrosi miocardia seguita da morte cellulare e SC (Coura JR. e Vifias PA. 2010;
Coura JR. e Borges-Pereira J. 2010), si registra un’aumentata espressione del gene che codifica
per I'ET-1, similmente a quanto accade in caso di rimodellamento cardiaco indotto da altre
cause. In topi, in cui il gene che codifica per ET-1 & stato silenziato, in seguito ad infezione con

T.cruzi il processo di rimodellamento cardiaco diminuisce (Tanowitz HB., et al 2005).
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Figura 8: Vie di segnalazione intracellulare attivate dal legame ET-1 al suo recettore (ET,). La formazione del
complesso recettore ligando porta all’attivazione di una proteina G eterotrimerica e all’aumento della contrazione
intracellulare di IP3 e DAG. Questi secondi messaggeri portano all’attivazione di cascate di protein chinasi e
al’aumento della concentrazione ci Ca”* citosolico. Segue I'internalizzazione del complesso ET-1/ET, mediato
dall’attivazione di GRK3 e Parrestina. Qustultima & anche coinvolta nell’attivazione della cascata delle MAPK.
Modificato da Drawnel FM.2013.

Strategie terapeutiche per contrastare I'azione dell’'ET

Le due piu evidenti strategie anti-endotelina nello SC sono l'inibizione dell’enzima ECE-1 (che
impedisce la generazione di ET-1 maturo da big-ET-1) e il blocco del recettore dell’ET-1
(Giannessi D., et al 2001).

La disponibilita di antagonisti recettoriali del’ET ha permesso di indagare sul ruolo dell’ET
endogena in situazioni fisiopatologiche; in particolare molti studi hanno cercato di valutare se
antagonisti recettoriali selettivi e non di ET-A possano essere considerati come la migliore
strategia terapeutica anti-ET per lo SC. Infatti, dopo lo studio di Sakai che ha dimostrato che la
somministrazione cronica dell’antagonista selettivo del recettore ET-A, BQ123, migliora la
sopravvivenza a lungo termine in ratti con SC (Sakai S., et al 1996), numerosi lavori sono stati
dedicati a ricercare i possibili effetti benefici associati all’'uso degli antagonisti selettivi per il
recettore in modelli animali (Spinale FG 1997; Sakai S., et al 1998; Borgeson DD., et al 1998;
Moe GW., et al 1998; Yamauchi-Kohno R., et al 1999). Nel loro insieme questi studi hanno
indicato che il blocco del recettore ET-A dell’ET-1 pud impedire il deterioramento della
funzione cardiaca e migliorare la sopravvivenza. Inoltre, anche il trattamento con antagonisti
non selettivi dell’ET come, il bosentan, hanno migliorato le condizioni emodinamiche (Mulder
P., et al 1997; Fraccarollo D., et al 1997; Ohnishi M., et al 1998) e aumentato il tasso di
sopravvivenza in modelli sperimentali di SC (Ohnishi M., et al 1998). Negli esseri umani,
I'inibizione selettiva di ET-A (Love MP., et al 1996; Cowburn PJ., et al 1998) cosi come

I'inibizione di ECE1 con fosforamidone favoriscono vasodilatazione sistemica in pazienti con SC.
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La terapia a brave termine con bosentan, tramite infusione intravenosa (Kiowski W., et al
1995), e associata con un riduzione della pressione arteriosa sistemica e polmonare cosi come
alla riduzione della resistenza vascolare rispetto al placebo, mentre non si osserva variazione
della frequenza cardiaca. La concentrazione plasmatica di ET-1 aumenta di circa 2 volte dopo la
somministrazione di bosentan mentre big-ET1 non varia. Simili effetti funzionali a breve
termine sono stati osservati dopo somministrazione orale di bosentan in pazienti con SC
sintomatico associato ad una terapia standard costituita da tre farmaci (diuretici, digossina e
ACE-inibitori) (Sutsch G., et al 1997), mentre gli effetti sub-acuti del trattamento orale con
bosentan includono un ulteriore riduzione delle resistenze vascolari sistemiche e polmonari
(Sutsch G., et al 1997). Questi studi indicano che la terapia aggiuntiva a breve termine, con gli
antagonisti del recettore dell’ET migliora le condizioni emodinamiche sistemiche e polmonari e

puo integrare il trattamento convenzionale (Sutsch G., etal 1997; Roux S., et al 1999).

Peptidi natriuretici

La storia molecolare dei peptidi natriuretici (NP) comincia nel 1981, quando Bold e
collaboratori isolarono dagli estratti degli atri di ratto un peptide con attivita natriuretica e
miorilassante, questo fattore fu chiamato atrial natriuretic peptide ANP. In seguito furono
isolati il BNP cioé il brain natriuretic peptide, e il CNP. Nell'uomo due diversi geni codificano
per ANP e BNP, questi sono localizzati in tandem sul braccio corto del cromosoma 1. La
trascrizione e traduzione del gene per ANP da luogo a un precursore, prepro-ANP il quale dopo
taglio proteolitico viene trasformato come prormone di 126 aminoacidi e conservato dentro i
granuli atriali. Dopo il rilascio il pro-ANP viene scisso in un peptide di 28 aminoacidi e in un
frammento che viene ritrovato in circolo. Nel rene pud formarsi a partire dal pro-ANP un
peptide di 32 aminoacidi, I'urodilatina. La trascrizione del gene BNP nell’'uomo da luogo a un
precursore di 134 aminoacidi, il prepro-BNP. Dopo la rimozione del peptide segnale si ha la
formazione del pro-BNP di 108 aminoacidi, dal quale viene poi staccato il BNP maturo, di 32
aminoacidi. Il gene che codifica per il CNP & localizzato sul cromosoma 2 nell’'uomo e da origine
a un precursore di 126 aminoacidi, dal quale si libera prima il pro-CNP di 103 aminoacidi e poi
si forma il peptide maturo di 22 aminoacidi (Colantuoni A. 2008).

| peptidi natriuretici presentano tutte la stessa conformazione strutturale con una catena
peptidica, caratterizzata da un anello chiuso da un ponte cisteinico. La sequenza aminoacidica
di questo anello & molto simile nei diversi ormoni natriuretici e risulta conservata nelle diverse
specie animali, poiché & proprio questa porzione della molecola che si lega ai recettori specifici
(Emdin M., et al 2005).



Introduzione

La secrezione dei peptidi natriuretici dipende da diversi stimoli. Il rilascio di ANP é
strettamente correlato ad un aumento della tensione parete atriale, un incremento della
frequenza cardiaca (come risultato di un’intensa stimolazione del SNS), ma anche I'azione
dell’'angiotensina Il e dell’endotelina , cosi come ipossia, ischemia al miocardio e ipertrofia ne
possono stimolare il rilascio. La secrezione del BNP & regolata dagli stessi stimoli osservati per
ANP, mentre la secrezione del peptide natriuretico di tipo C viene stimolata da una serie di
fattori di origine “vascolare” come: IL-1, TNF-B, trombina e lipopolisaccaradi. Il CNP,
diversamente dai primi due peptidi, non viene prodotto dal cuore ma in caso di SC la sua
concentrazione a livello cardiaco aumenta.

Sono stati individuati tre recettori attraverso i quali i PN possono svolgere la loro funzione:
NPR-A, NPR-B e NPR-C.

| recettori NRP-A e NRP-B sono composti da un dominio extracellulare regolatore, con un sito
di legame per I'ormone, da una regione trans membrana a catena singola e un dominio
intracellulare catalitico per la conversione del GTP a cGMP, formando in questo modo il
secondo messaggero intracellulare che media la risposta del taget alla stimolazione indotta dal
ligando. Il recettore NPR-C invece & prevalentemente un recettore di clearance. Gli effetti
biologici riconosciuti ai peptidi natriuretici cardiaci includono principalmente: vasodilatazione,
diuresi e natriuresi (Aspromonte N., et al 2010). Inoltre essi possono determinare down-
regolazione del sistema RAAS, manifestare attivita antifibrotiche sul muscolo cardiaco, nonché
esercitare effetto lusitropo positivo (Braunwald E., Biomarkers in heart failure 2008).

| livelli dei peptidi natriuretici risultano particolarmente elevati in caso di SC. In particolare i
livelli plasmatici di BNP risultano elevati nei pazienti con disfunzione ventricolare sinistra e

correlano con la classe funzionale NYHA e con la prognosi (Palazzuoli A., et al 2009).

1.5.5.3 Rimodellamento cellulare

Il processo di rimodellamento ventricolare che nel cuore sottoposto ad aumentato carico di
lavoro conduce alla disfunzione ventricolare e allo SC comprende una serie di eventi anatomici,
cellulari e molecolari che in modo combinato tra loro concorrono a tale trasformazione
(Lotrionte M., et al 2006). A livello cellulare e possibile osservare I'attivazione di processi di

crescita quali iperplasia e ipertrofia.

Iperplasia e ipertrofia

[l miocardiocita, cosi come tutte le altre cellule dell’organismo, possiede sistemi complessi e
ancora non del tutto noti che ne regolano il destino: i cosiddetti death o survival pathways. Per

molti anni si & pensato che quando il cuore umano viene sottoposto a condizioni di aumentato
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carico di lavoro, i miocardiociti, incapaci di replicarsi nel cuore adulto, rispondono
esclusivamente con I'ipertrofia delle cellule gia esistenti (Lotrionte M., et al 2006), ma questa
tesi & stata da tempo confutata dimostrando che eventi iperplastici si registrano anche nel
cuore adulto.

Iperplasia

L'iperplesia, in generale, rappresenta quel processo in cui il volume di un organo o tessuto
aumenta come conseguenza dell'incremento del numero di cellule che lo costituiscono. Anche
se inizialmente I'iperplasia miocardica fu interpretata come un meccanismo compensatorio,
conseguenza di un aumentato carico di lavoro del cuore che subentra all’ipertrofia nel
momento in cui questa non € piu in grado di manifestarsi ulteriormente (Linzbach AJ. 1960),
studi successivi, sia sul’'uomo che sugli animali (Olivetti G., et al 1994; Reiss K., et al 1994;
Setoguchi M., et al 1999; Beltrami AP., et al 2001), hanno dimostrato come l'iperplasia in
realta compaia in caso di un sovraccarico dell’attivitda cardiaca indipendentemente
dallipertrofia, svolgendo in questo modo un ruolo importante nel rimodellamento del
ventricolo e nella progressione dello SC. L’entita del sovraccarico € la variabile piu rilevante
nell’innescare I'ipertrofia o I'iperplasia cellulare. In conseguenza di un incremento graduale e
modesto del carico di lavoro sul cuore, I'ipertrofia miocardica é il meccanismo prevalente. Di
contro, un sovraccarico importante, acuto o cronico, induce la sintesi del DNA, la divisione
nucleare mitotica e la proliferazione miocardiocitaria (Lotrionte M., et al 2006). Quindi, nelle
fasi di compenso cardiaco, la crescita miocardica & associata esclusivamente ad ipertrofia dei
miocardiociti, mentre I'iperplasia miocardiocitaria si verifica soltanto in presenza di disfunzione
ventricolare e SC, indipendentemente dall’entita dell'ipertrofia e della massa miocardica
raggiunte (Leri A.et al 2001; AnversaP., et al 2002).

Nelle fasi terminali dello scompenso, la proliferazione cellulare si riduce e prevale la morte
cellulare per necrosi e apoptosi, tutto cio contribuisce alla progressiva disfunzione cardiaca e al

rimodellamento del ventricolo.

Ipertrofia

Con il termine di “ipertrofia” ci si riferisce in genere ad un aumento delle dimensioni di un
tessuto a cui viene richiesto un incremento delle sue “normali” funzioni.

[l cuore € un muscolo e come tale pud andare incontro a processi ipertrofici quando sussistono
le condizioni che inducono questo incremento di volume. Si puo affermare che nel cuore si
attivano dei processi “ipertrofici fisiologici ” subito dopo la nascita (eutrofia), ma anche un
aumento del carico di lavoro generato da una regolare attivita fisica puo portare ad ipertrofia

fisiologica del muscolo cardiaco.



Introduzione

La causa piu comune di ipertrofia ventricolare sinistra, in condizioni patologiche, & legata
principalmente all’ipertensione arteriosa,ma anche: all’infarto del miocardio (che riduce la
componente contrattile del tessuto), stenosi/insufficienza valvolare, stimoli biochimici (ormoni
come: GH, catecolammine, insulina, IGF-1, agiotensina Il e ET-1) e in alcune circostanze anche
fattori genetici.

A livello molecolare, I'ipertrofia & caratterizzata dall’attivazione del pattern di espressione
genica della fase fetale, come isoforme fetali di geni i cui prodotti regolano la contrattilita
cardiaca e il trasporto del calcio. In parallelo, si osserva una down-regolazione delle
corrispettive isoforme adulte (Olson EN. 2004). Vascolarizzazione miocardica alterata,
cambiamenti nella composizione della matrice extracellulare e fibrosi sono spesso associate
allipertrofia miocardia (De Boer RA., et al 2003).

Nel soggetto che presenta SC, a livello del miocardio, le vie molecolari che si attivano sono le
stesse coinvolte nella risposta fisiologica con la differenza che in caso di SC piu stimoli di stress
contemporaneamente agiranno sul cardiomiocita amplificando questi meccanismi molecolari e

producendo delle interferenze tra di essi (Giannessi D. 2011) (Fig. 9).
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Figura 9: | diversi tipi di vie che si attivano contemporaneamente in caso di SC. Modificato da Mudd JO., et al 2008.

Una volta che i vari ligandi o stimoli meccanici avranno attivato i loro specifici recettori
partiranno diversi segnali all’interno della cellulla che convergono nell’attivazione di fattori
trascrizionali di diversi geni (Giannessi D. 2011), con cambiamento della struttura cellulare.
Nell’evento ipertrofico un ruolo chiave é stato attribuito alla calcineurina, una serin/treonin
fosfatasi in grado di defosforilare, attivando, fattori trascrizionali come il Nuclear Factor of
Activated T cells (NFAT) che traslocano nel nucleo e favoriscono cosi la trascrizione di geni

coinvolti nell'ipertrofia (Molkentin JD., et al 1998), in particolare aumenta I'espressione dei
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geni che codificano per: la miosina, troponina e la tropomiosina cioé per le proteine del
sarcomero. Data la funzione cruciale nell’ipertrofia e nel rimodellamento, molti degli approcci
terapeutici che sono stati proposti per limitare gli effetti dello SC, sono rivolti ad inibire il
pathway calcineurina-NFAT, tra questi troviamo la ciclosporina A ed altri immunosoppressori
usati nel trapianto d’organo (Giannessi D. 2011).

Da un punto di vista morfologico si € generalmente portati a distinguere l'ipertrofia in
eccentrica o concentrica.

- Llipertrofia eccentrica , con aggiunta di sarcomeri in serie nel miocardiocita, porta

contemporaneamente ad un aumento dello spessore parietale e del diametro
intraventricolare (in questo caso il rapporto tra spessore della parete ventricolare e
diametro della camera rimane costante).

- Llipertrofia concentrica, con aggiunta di nuovi sarcomeri in parallelo, € un esempio di

ipertrofia “vera” con aumento del volume cellulare dipendente dall’aumento delle
miofibrille e dei miofilamenti. Inoltre & possibile osservare un aumento delle
dimensioni del nucleo e un aumento del numero di mitocondri. L’ipertrofia concentrica
nasce, cosi come l'ipertrofia eccentrica, come conseguenza di un sovraccarico
pressorio e porta ad un aumento delle spessore parietale e una diminuzione della
camera ventricolare, questo tipo di modificazioni della camera ventricolare puo essere
conseguenza non solo di una condizione patologica, in particolare ipertensione

arteriosa, ma puo essere una risposta fisiologica ad attivita sportive “intense” (Fig. 10).

Normal adult heart
Right ventricle ™™ | oft ventricle
//

Figura 10: Rappresentazione dei modelli di ipertrofia; ipertrofia eccentrica con aumento del numero di sarcomeri in
serie (a destra), ipertrofia concentrica con aumento del numero di sarcomeri in parallelo (a sinistra).
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Le ripercussioni sul riempimento diastolico e sulla funzione di pompa sono differenti nei diversi
tipi di ipertrofia. Nella ipertrofia concentrica la riduzione della compliance fa si che aumenti la
pressione telediastolica e diminuisca il riempimento ventricolare con conseguente riduzione
della portata cardiaca anche in assenza di alterazioni della funzione sistolica. Nella ipertrofia
eccentrica la diastole viene scarsamente influenzata e la portata cardiaca puo aumentare per
un incremento assoluto del riempimento ventricolare (Gensini GF., et al 1998).

All'ipertrofia dei miocardiociti non corrisponde perd un adeguato incremento del letto
capillare. L'inappropriata vascolarizzazione e dungue la carenze energetica non fanno altro che
aggravare le condizioni di un cuore gia in difficolta. Il miocardiocita ipertrofico sara dunque

propenso ad eventi ischemici seguiti da eventi di morte cellulare dovuti a necrosi e/o apoptosi.

Fibrosi
In corso di rimodellamento, il cuore ipertrofico aumenta di volume ma non c’é un corrispettivo

aumento della vascolarizzazione del tessuto. | miocardiociti ipertrofici hanno una maggiore
probabilita di sviluppare ischemia rispetto ai miocardiociti “normali” e andranno cosi incontro
a processi regressivi che li condurranno a morte cellulare per necrosi e/0 apoptosi.

Lo spazio vacante, lasciato dalle cellule morte, sara occupato da materiale cicatriziale.

Si assiste cioe all’attivazione dell’evento fibrotico, con aumento di deposizione di collageno
nella matrice extracellulare.

La fibrosi in questo caso appare come conseguenza, una risposta secondaria dell’organismo al
danno che ha portato alla necrosi del tessuto.

In alcuni casi la fibrosi, come € stato osservato in modelli sperimentali di ipertensione,
rappresenta un fenomeno “reattivo” con assenza di necrosi cellulare (Gensini GF., et al 1998).
La fibrosi potra essere una conseguenza del rilascio di citochine prodotte in particolare dai
macrofagi, andando a spiegare in questo modo la presenza di fibrosi nel tessuto in cui si istaura
un processo infiammatorio. Le citochine coinvolte nella regolazione dell’evento fibrotico sono
principalmente: TNF-a, TGF-B e IL-1, che agiscono in modo differente sui fibroblasti inducendo
o inattivando la deposizione di collagene nello spazio extracellulare.

In un soggetto scompensato la graduale sostituzione del parenchima con tessuto fibroso non
fara altro che ridurre ulteriormente la sua capacita contrattile e quindi si aggravera il sua

situazione clinica.
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1.5.5.4 |l rimodellamento tissutale

Matrice extracellulare

Il imodellamento del ventricolo sinistro con modificazioni di forma, dimensione e funzione del
cuore inizialmente in termini di ipertrofia compensatoria si rivela mal adattativo conducendo a
ipertrofia decompensata, disfunzione contrattile ed, infine, SC (Aspromonte N., et al 2010).
Tale fenomeno del rimodellamento prefigura I'ipertrofia miocitaria, la proliferazione dei
fibroblasti, I'alterazione dell’espressione e della distribuzione sia delle componenti
intracellulari che delle piu importanti proteine strutturali della matrice extracellulare (ECM)
(Braunwald E., Biomarkers in heart failure 2008).

Nel cuore la ECM viene definita come una fitta rete che circonda e supporta cardiomiociti,
capillari e fibroblasti, contribuendo all'integrita strutturale e funzionale dell’organo. Essa
svolge un ruolo importante nell'influenzare il comportamento cellulare, regolando, ad
esempio, la migrazione, la proliferazione, I'adesione e il signalling cellulare. Pertanto 'ECM
non puo essere considerata soltanto una struttura statica, ma piuttosto un complesso sistema
di interazioni dinamiche tra molecole della matrice, cellule residenti, proteine transmembrana
e proteine del signalling. L’'ECM é costituita da una complessa rete di proteine strutturali (quali
collageni e fibre elastiche) e di proteine multiadesive (come la fibronectina e le laminine),
immerse in un ambiente ricco di proteoglicani e glicosamminoglicani.

Il collagene & la componente pit abbondante della matrice; esso rappresenta una famiglia di
proteine strettamente correlate tra di loro ma prodotte da geni diversi.

La componente maggiormente espressa nel miocardio € rappresentata del collagene di tipo |,
collagene fibrillare implicato nella forza di trazione, e collagene di tipo Ill, collagene elastico
abbondante nell’lECM del sistema cardiovascolare.

Ad assicurare i cardiomiociti alla matrice extracellulare ci pensano le integrine. Queste sono
recettori della membrana plasmatica che determinano il legame della cellula alla ECM ma nello
stesso tempo inviano segnali all'interno del compartimento cellulare.

Altre componenti importanti della matrice sono le metalloproteinasi (MMPSs) e i loro inibitori

endogeni tissutali (TIMPS).

Metalloproteinasi

Le MMPs sono una famiglia di enzimi proteolitici zinco dipendenti, prodotti da vari tipi di

cellule quali: cellule endoteliali, fibroblasti, cellule muscolari lisce e cardiomiociti. Sono
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sintetizzate e secrete come proenzimi e solo dopo aver raggiunto I'ambiente extracellulare
vengono attivate per taglio proteolitico da altre MMPs gia attive o da Plasmina.

Le MMPs sono state classificate in base all’lomologia strutturale e alla specificita dei substrati
Su cui agiscono , in famiglie diverse: le gelatinasi (MMP-2 e MMP-9); le collagenasi (MMP-1,
MMP-8, MMP-13); stromelisine (MMP-3, MMP-10, MMP-12) e infine le metallo proteinasi di
membrana (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT4-MMP).

Data la straordinaria capacita degradativa di queste proteasi, si sono evoluti sistemi di
regolazione a diversi livelli . Si parla di controllo trascrizionale e di controllo proteico (con
riferimento alla regolazione dell’attivita dei loro attivatori/inibitori).

La regolazione dell’espressione dei geni che codificano per le MMPs é affidata a numerosi
fattori, stimolatori o soppressori. L’espressione delle varie MMPs pud subire un up- o down-
regulation da parte degli esteri del forbolo, da proteine della matrice extracellulare, da stress
cellulari e da variazioni di forma della cellula. L’espressione inoltre € regolata da diverse
citochine e fattori di crescita, tra cui le interleuchine , gli interferoni, I'Epithelial Growth Factor
(EGF) , il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), il Platelet-Derived Growth Factor (PDGF),
il TNF-a, il Tumor Necrosis Factor-B (TNF-B) e I'Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer
(EMMPRIN). In particolare si e visto che il TGF-B pu0 limitare I'espressione delle MMPs
(McLennan SV., et al., 2000; Sternlicht MD., et al 2001)

Anche le interazioni cellula-matrice e cellula-cellula sono fondamentali per I’'espressione genica
delle MMPs (Nagase H., et al 1999). | livelli basali dell’espressione delle MMPs possono essere
anche influenzati da variazioni genetiche che a loro volta possono influenzare lo sviluppo e il
decorso di diverse malattie (Sternlicht MD., et al 2001).

Le MMPs sono sintetizzate come zimogeni, una volta escrete saranno attivate a proteasi attive
tramite I'azione di altre MMPs gia attive o dalla Plasmina. Un ruolo importante nel processo
dell’attivazione é affidato alle MT-MMP che si trovano ancorate al versante extracellulare della
membrana tramite una coda GPI, queste riconoscendo le proMMPs ne mediano I'attivazione
mediante taglio proteolitico. In aggiunta all’attivazione classica mediata da enzimi proteolitici
si @ visto che le condizioni di stress ossidativo oltre a fornire lo stimolo per indurre la
trascrizione e traduzione dei geni che codificano per le MMPs creano I'ambiente ottimale per

fare avvenire questa attivazione.

Inibitori endogeni tissutali (TIMPs)

Tra gli inibitori dell’attivita delle MMPs € importante ricordare: TIMP, RECK e oa2-

macroglobulina.
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A livello cardiaco I'attivita di RECK e a2-macroglobulina é trascurabile, mentre risulta rilevante
I’azione inibitoria dei TIMP, che generalmente vengono classificati come tra i piu importanti
fattori di regolazione endogena delle metalloproteasi.

Questi fanno parte di una famiglia che include quattro componenti (TIMPs 1-4) di 20-29kDa, in
grado di inibire reversibilmente le MMPs formando un complesso TIMPs-MMPs in un rapporto
stechiometrico 1:1.

La capacita inibitori delle TIMPs € legata alla sua estremita N-terminale, in cui sono presenti 12
residui di cisteina che formano 6 ponti disolfuro; tramite questa estremita TIMPs contatta le
MMPs a livello del sito catalitico inibendone cosi la funzione.

In condizioni fisiologiche si ha una perfetta omeostasi tra I’azione delle MMPs e i loro inibitori
tissutali (Aspromonte N., et al 2010.

Il turnover della matrice extracellulare (ECM) ha un ruolo importante durante il
rimodellamento cardiaco & un paradigma ben accettato. Fino ad oggi un gran numero di studi
ha documentato che il rimodellamento & accompagnato da aumenti sia nella sintesi che nella
deposizione dei componenti della ECM, cosi come da aumenti delle proteasi extacellullari,
soprattutto metalloproteinasi della matrice (MMPs), che degradano i componenti dell’ECM
(Zampila R., et al 2010).

La fibrosi iniziale € un evento di facile comprensione quando usato per spiegare la perdita di
contrattilita del muscolo cardiaco, inteso come aumento di rigidita della parete del cuore per
aumento di deposizione di collagene (principalmente di tipo | e lll), ma risulta piu complicato
comprendere la sua implicazione nella fase dello scompenso caratterizzata da progressiva
dilatazione e assottigliamento del ventricolo. Il contributo della ECM, a queste ultime
importanti modifiche della parete ventricolare, viene associato all’ azione degradativa questi
enzimi zinco dipendenti. Tali enzimi, degradando la matrice, obbligano ad una riorganzzazione
i miociti con graduale assottigliamento e dilatazione della parete venrticolare (Mann DL., et al
2005).

In corso di rimodellamento sono stati evidenziati incrementi nell’espressione di MMPs
associati ad una dilatazione della camera ventricolare cardiaca e conseguente disfunzione
dell'organo. Delle MMPs che sono state esaminate & emerso che MMP-9 pud essere
considerato come la metalloproteasi che ha maggiori effetti sul cuore in rimodellamento
(Lindsey M., et al 2001). Si & infatti dimostrato come I'inibizione delle MMP-9 migliori il
decorso clinico del paziente post-infarto (Rohde LE., et al 1999; Villarreal FJ., et al 2003).
Inoltre la delezione del gene MMP-9 riduce il rimodellamento e stimola I’'angiogenesi dopo un

danno ischemico (Lindsey ML., et al 2006).
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Nelluomo | livelli plasmatici delle MMP-9 sono correlati con la progressione del
rimodellamento, con aumentato reclutamento di leucociti nell’area danneggiata e con un
aumento del rischio di mortalita in pazienti con malattie cardiovascolari. In uno studio
condotto da Horne e collaboratori si € valutato la relazione tra decorso clinico di soggetti
infartuati e polimorfismi legati ai geni delle MMPs (Horne BD., et al 2007). | polimorfismi presi
in considerazione erano relativi a 4 MMPs (MMP-1, 2, 3 e 9) e 3 (TIPM-1, 2 e 3); solo il
polimorfismo su MMP-9 sembrava correlare ad un piu alto rischi di mortalita nel soggetto
infartuato. In un altro studio condotto su 404 pazienti post-infarto, i livelli di MMP-9 e TIMP-1
risultano direttamente correlabili con i processi di rimodellamento a carico del cuore,
sottolineando ancora una volta che questa metalloproteasi pud a buon diritto essere
considerata come un ottimo biomacatore clinico di rimodellamento e di prognosi sfavorevole
(Kelly D., et al 2008). Inoltre, I'attivazione delle MMPs innesca un circolo vizioso in cui la
degradazione del’ECM promuove la sintesi di una matrice la cui composizione differisce
rispetto a quella del miocardio sano; si accumulano, infatti, proteine ossidate e maggiormente
crosslinked che hanno un turnover piu lento e che percio favoriscono la formazione di
un’impalcatura meno flessibile, ostacolando I'eiezione sistolica rendendo eterogenea la
composizione del miocardio.

L’aumentata produzione di MMP-9 in corso di rimodellamento é attribuibile all’incremento di
differenti fattori neuormonali. Aumentati livelli di TNF-a sembrano essere principalmente
coinvolti in tale situazione, giustificando in questo modo la possibile interazione tra sistema
inflammatorio e ECM. Il TNF-a stimolerebbe le stesse cellule infiammatorie alla produzione di
MMP-9 e MMP-2, legandosi al proprio recettore di membrana attivando un pathway di
trasduzione che determina I'attivazione di fattori di trascrizione, tra cui NF-kB che si occupera
anche della trascrizione dei geni per le metalloproteasi. Oltre al TNF-a anche altri fattori,
implicati nella progressione dello SC sembrano favorire I'aumentata espressione delle MMPs e
di conseguenza la degradazione della matrice, tra questi le catecolammine, IL-18 e
angiotensina Il.

A quest’aumentata espressione delle MMP non corrisponde un aumento dei TIMP di
conseguenza, in mancanza del loro inibitore, nelle fasi avanzate del rimodellamento I'attivita
degli enzimi degradativi sembra incontrastata.

L’intervento delle metalloproteasi sulla matrice libera diversi frammenti di collagene, elastina,
laminina e fibronectina, che sono stati denominati matrichine, tali fattori sembrano essere in
grado di regolare positivamente o negativamente le attivita cellulari, con azione simile a quella

delle citochine. Questi mediatori proteici sembrano essere coinvolti infatti in processi
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differenti come: angiogenesi, la riparazione tissutale, ma allo stesso tempo possono indurre un
incrementata produzione di MMPs.

Un’altra molecola segnale che sembra avere un significativo ruolo nel corso del
rimodellamento della matrice € I'osteopontina (OPN). Normalmente espressa durante lo
sviluppo embrionale, i livelli di OPN decrescono nel cuore del soggetto adulto.

In caso di danni al cuore si é registra una ripresa nella produzione dell’OPN, che legandosi a
recettori specifici sembrerebbe essere in grado di stimolare la produzione delle gelatinasi

MMP-9 e MMP-2, contribuendo al rimodellamento.

Catepsine
Con il termine di catepsine vengono indicate una serie di cistein proteasi lisosomiali scoperte

nella seconda meta del XX secolo. Inizialmente, la funzione di queste proteasi fu legata
all’attivita del lisosoma, cioé degradare componenti proteici provenienti sia dall’ambiente
intracellulare che, attraverso endocitosi, dall’ambiente extracellulare. Recentemente e stato
perd dimostrato che alcune catepsine posso essere secrete e funzionare negli spazi
extracellulare. La scoperta piu sopprendente comungue riguarda il fatto che queste proteasi
posso essere secrete e funzionare negli spazie extracellulari (Cheng XW., et al 2012) . Tra
queste si ricordano la catepsina: F, K, S, B e L ; queste proteasi, la cui espressione risulta
inducibile in particolari circostanze, risultano coinvolte nelle malattie infiammatorie e/o
autoimmuni cosi come nell’aterosclerosi (Sukhova GK., et al 1998; Oorni K., et al 2004; Liu J., et
al 2006; Jaffer FA., et al 2007; Sasaki T., et al 2010; Sun J., et al 2012), ma anche nell’obesita
(Taleb S., et al 2006; Yang M., et al 2007; Yang M., et al 2008) , nel cancro (Mohamed MM., et
al 2006), nelle cardiomiopatie (Spira D., et al 2007).

La famiglia delle catepsine cistein proteasi include, nel’'uomo, 11 membri (le catepsine: B, C, F,
H,K, L, O, S, V,W e Z) che sono sintetizati come propetditi glicosilati, la loro attivazione dipende
da un taglio proteolitico all’astremita N-terminale, taglio che puo essere determinato da altre
proteasi attive 0 come processo autocatalitico. Tranne la catepsina B, che & un‘esopeptidasi, e
la catepsina H, che € una N-peptidasi, tutte le catepsine sono delle endopeptidasi e presentano
un’alta omologia con gli appartenenti alla famiglia delle papaine.

La loro attivita a livello intracellulare & regolata da specifici inibitori endogeni delle cistatine
chiamate stefin A e stefin B, mentre a livello extracellulare le catepsine vengono regolate dalla
cistatina C e dai chininogeni (Dubin G. 2005). Alcune catepsine sono tessuto specifiche, come
le isoforme S, F e K, altre invece sono ubiquitariamente espresse ( ad es. le isoforme B, H e L)

(Barrett AJ., et al 1981; Reiser J., et al 2010).
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Le catepsine vengono sintetizzate come proenzimi e sono caratterizzate da una “pre-
regione”che include la sequenza segnale, la “catena pesante” e la “catena leggera”. Grazie alla
sequenza segnale, all’estremita N-terminale, le catepsine iniziano la loro sintesi nel citoplasma
ma questa poi sara terminata nel reticolo endoplasmatico rugoso; una volta completata la
sintesi e attuate le prime modifiche post-traduzionali le catepsine sono indirizzate verso il
Golgi dove subiranno ulteriori modifiche, come glicosilazione e conversione dei residui di
mannosio in mannosio-6-fosfato. Queste ultime modifiche saranno utili per indirizzare
I’enzima inattivo verso il lisosoma. In quest’ultimo organello I'attivazione proteolitica delle
catepsine € mediata da enzimi diversi come: pepsina, elastasineutrofila, catepsina D e varie
cistein proteasi (Nishimura Y., et al 1988; Rowan AD., et al 1992). Reiser e colleghi hanno
formulato I'ipotesi che le catepsine una volta attivate possano essere assunti dagli endosomi e
attraverso secrezione Ca**-mediata rilasciati nello spazio extracellulare (Reiser J., et al 2010).
Dato che questi enzimi lavorano in compartimenti acidi, quali i lisosomi, ci si € chiesto come sia
possibile una loro azione nell’ambiente extracellulare dove il pH € neutro. Punturieri e
collaboratori hanno ipotizzato a questo proposito ad un possibile coinvolgimento dei “contatti
focali”. Essi hanno dimostrato la formazione di un ambiente acido attorno ai macrofagi posti in
coltura, che li isola dall’ambiente circostante (Punturieri A., et al 2000). L’acidificazione del
microambiente sarebbe attribuibile alla traslocazione sulla membrane plasmatica della pompa
protonica, H*-ATPasi,normalmente presentesulla membrana lisosomiale (Reddy VY., et al
1995).

Questi risultati sembrano fornire una spiegazione capace di giustificare I'inportante azione
delle catepsine .

Ad indurre la produzione delle catepsine sono diversi fattori. | cardiomiociti neonatali in
coltura, in condizioni basali, esprimono livelli trascurabili di catepsina S mentreln seguito ad
incubazione con TNFa e IL-1P si assiste ad un incremento sia del suo mRNA sia della proteina
(Cheng XW., et al 2006). Queste citochine inducono la produzione anche di altre catepsine
come catepsina K, B e L. Inoltre, in vitro, € stato osservato che la loro azione ¢ efficace oltre
che sui cardiomiociti anche su fibroblasti e miofibroblasti nei quali inducono la produzione di
catepsina S e B (Cheng XW., et al 2006).

Cheng e collaboratori hanno dimostrato che nella regolazione dell’espressione dei geni che
codificano per la catepsina S sono ugualmente implicati oltre alle citochine anche angiotensina
[l e il perossido d’idrogeno (Cheng XW., et al 2008). Il perossido d’idrogeno sembra in grado di
stimolare anche la produzione della cistatina C nel mezzo di crescita (Xie L., et al 2010). Questi
risultati suggeriscono che le catepsine derivate dalle cellule cardiache possono partecipare ad

eventi degenerativi a carico del cuore che nascono come conseguenza di stress ossidativo
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e/infiammatorio (Cheng XW., et al 2012). E stato dimostrato che un’aumentata secrezione, di
catepsine S e K nell’ECM si osserva nei soggetti ipertesi e con rimodellamento cardiaco in atto
(Cheng XW., et al 2006).

Tra le catepsine, quella che risulta essere maggiormente coinvolta nel rimodellamento della
matrice del cuore ¢ la catepsina L (Reiser J., et al 2010); questa catepsina sembra avere un
duplice ruolo in realta essendo anche implicata in processi riparativi, in seguito ad un danno
del miocardio (ad esempio danno ischemico). Sun e collaboratori hanno dimostrato in modelli
animali che, seguito ad infarto i livelli di catepsina L sono aumentati e che in caso di una sua
down-regolazione si avra una progressione nella dilatazione della camera ventricolare e
raddoppio delle morti dopo I'infarto (Sun M., etal 2011) .

Il loro coinvolgimento nel rimodellamento della matrice & dimostrato dall’azione attivante
della catepsina sulle MMP-9, questa una volta attiva agisce sulla ECM procedendo alla

degradazione dei suoi vari componenti (Fig. 11).
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Figura 11: Livelli di espressione delle MMP-9 e MMP-2, misurati tramite zimografia, in cuore infartuato di topi Ctsl
-/- e Ctsl +/+; modificato da Sun M., et al 2011.

1.5.5.5 | processidi morte cellulare

Nello SC uno squilibrio tra i processi che promuovono la sopravvivenza cellulare e quelli che ne
promuovono la morte (apoptosi e necrosi) porta alla riduzione del humero dei cardiomiociti,

contribuendo alla progressiva disfunzione cardiaca e rimodellamento ventricolare.

Apoptosi
L’apoptosi (0 morte cellulare programmata) € un processo finemente regolato di morte

cellulare. Questa e fondamentale durante I'embriogenesi, nel garantire una corretta

morfogenesi, nella selezione timica, nella risposta immunitaria ed € importante nell’adulto per

53
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il mantenimento dell’'omeostasi cellulare. Una deregolazione del processo apoptotico risulta
catastrofica soprattutto per quei tessuti che hanno una scarsa capacita rigenerativa, nei quali il
tessuto mancante non potendo essere sostituito con parenchima funzionale verra sostituito
con materiale cicatriziale e perdera la sua funzione.

L’evento apoptotico € stato osservato anche a livello del cuore. Originariamente si pensava che
la morte cellulare che seguiva al danno indotto da ischemia fosse attribuibile solo alla necrosi.
Successivi studi, condotti su modelli animali di ischemia-riperfusione e su cuore umano
espiantato da soggetti con SC terminale e sottoposti a trapianto, hanno dimostrato che
ambedue i modelli presentano evidenti alterazioni morfofunzionali e danni al DNA
caratteristici e correlabili con I'’evento apoptotico (Narula J., et al 1996; Olivetti G., et al 1997).
Recentemente é stato ipotizzato che I'apoptosi potrebbe essere uno degli eventi che media la
transizione dello SC dallo stadio “lieve” allo stadio terminale (Masri C., et al 2008). Questa
osservazione suggerisce che un trattamento in grado di modulare I'apoptosi potrebbe aiutare
a ripristinare la funzione sistolica e invertire il rimodellamento, attenuando la gravita e
progressione dello SC (Wencker D., et al 2003; Chandrashekhar Y., et al 2004).

L'evento apoptotico sembra essere modulato da diversi fattori: neuro-ormonale, citochine e
fattori attivanti extracellulari (Gajarsa JJ., et al 2011). Diversi studi in vitro dimostrano che
molti dei fattori che contribuiscono all'insorgenza e progressione dello scompenso siano allo
stesso tempo cause importanti che inducono la cellula ad apoptosi, tra questi troviamo: stress
ossidativo, TNFa e angiotensina Il (Leri A., et al 1998; Krown KA., et al 1996).

Una cellula in apoptosi mostra evidenti caratteristiche morfologiche: la cellula tende ad
arrotondarsi ed a perdere i contatti con le cellule adiacenti, cio appare una conseguenza della
scomparsa delle giunzioni cellulari e delle zone specializzate della membrana plasmatica
all'interazone con le cellule adiacenti; il nucleo si rimpicciolisce e si frammenta mentre la
cromatina viene condensata e degradata in frammenti lunghi 200bp circa; la cellula diventa piu
piccola mentre gli organuli cellulari rimangono di dimensioni “normali”; successivamente la
cellula si frammenta in vescicole chiamate corpi apoptotici grazie ad un processo che prende il
nome di blebbling. Questi corpi apoptotici verranno in seguito fagocitati da parte dei
macrofagi; questo & possibile perché espongono dei marcatori glucidici che fungono da segnali
per la fagocitosi. Dunque la morte cellulare che avviene per apoptosi € una morrte cellulare
“pulita” nella quale cioe la cellula non lascia traccia di sé, diversamente da quanto accade nella

Necrosi.
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| meccanismi dell’apoptosi

L’apoptosi o morte cellulare programmata rappresenta un processo altamente regolato e
dipendente dal delicato equilibrio tra i fattori pro- e anti-apoptotici; ogni meccanismo che
possa alterare questa condizione di parita tra segnali di vita o di morte determinera il destino
della cellula nell’'una o nell’altra direzione.

Gli eventi iniziali che si riscontrano in una cellula che va incontro ad apoptosi sono diversi, fra
questi: il rilascio del citocromo ¢ dal mitocondrio, I'attivazione delle caspasi (Narula J., et al
1999) e l'inibizione dell’attivazione di Akt (Rodriguez J. 2000); questa &€ un importante fattore
antiapoptotico, che interferisce sia con [I'attivazione della via intrinseca che estrinseca

dell’apoptosi, rivestendo un ruolo rilevante nell’omeostasi nei cardiomiociti (Gao F., et al 2002)

Gli aspetti morfologici che si osservano in una cellula che va incontro ad apoptosi sono il
risultato dell’azione delle cistein proteasi, note comunemente come caspasi.

Le caspasi sono gli esecutori materiali della morte cellulare per apoptosi. Si trovano in tutti i
tipi di tessuto in una forma inattiva, detta pro-caspasi che per I'attivazione richiedono un taglio
proteolitico generato da altre caspasi gia attive. In genere si fa la distinzione tra: “caspasi
iniziatrici” che rispondono agli stimoli apoptotici e attivandosi vanno ad agire su un secondo
gruppo di caspasi dette “esecutrici” le quali agiranno invece sui componenti cellulari. La
caspasi esecutrice generalmente coinvolta e la caspasi 3. All'attivazione di questa si giunge
attraverso la stimolazione proveniente da due vie diverse ma comunicanti e cioé la via

estrinseca e la via intrinseca dell’apoptosi (Fig. 12).

Extrinsic pathway Intrinsic pathway
Chemotherapy
Fas l uv
"’ '
BID } ~~~.
- Cytochromee ~~» \
( ( Caspase-8 C OO ]
i OO - | /f N
SN
Caspase-9 )\.A:)a'- 9 > & J
g .
o AT Smac/
¥ € e JF \DWELOD
( ( Caspase-3 b—"——— '\\ .
T .y Omi/

HirA2

P

Figura 12: | meccanismi molecolari dell'apoptosi. lllustrazione schematica dei principali fattori coinvolti nell'evento
apoptotico.
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La via estrinseca

Questa via é definita anche come via dei recettori di morte, che comprendono il recettore
FAS/CD95, TNF1R, ed altri recettori simili, situati sulla membrana cellulare.

[l legame del ligando, FasL ad esempio, al suo recettore ne determina I'attivazione. Tutto cio
innesca la via di trasduzione del segnale che vede I'interazione del dominio intracellulare
(definito “effettore di morte”) del recettore con una molecola adattatrice, FADD la quale
provvedera a favorire il reclutamento delle procaspasi 8. Queste ultime infine si attiveranno
mediante un processo definito induzione per prossimita .

Una volta attiva la caspasi 8 (caspasi iniziatrice) provvedera all’'attivazione per taglio
proteolitico della caspasi 3, che potra agire sui substrati sensibili. Tra questi si ricorda Caspase
Activated DNAse (CAD), una endonucleasi che si trova normanimente a livello citosolico legata
al suo inibitore Inibitory CAD. La caspasi 3 separa CAD dal suo inibitore in modo che gquesta
arrivi all’interno del nucleo e vada a svolgere la sua funzione frammentando il DNA, in piccoli
frammenti di 200bp circa. Non sempre la sola caspasi 8 ¢ sufficiente per attivare la caspasi 3 e
avviare la cellula a morte, in tali circostanze € possibile che la capasi iniziatrice vada ad agire
su una proteina citosolica, appartenente alla famiglia delle Bcl-2, Bid. Questo fattore
proapoptotico attivo trasloca sulla membrana mitocondriale determinando il rilascio del
citocromo ¢, elemento cruciale per la via intrinseca dell’apoptosi. Si stabilisce quindi un ponte
tra via estrinseca e intrinseca determinando un potenziamento del segnale di morte.

Nello SC la morte per apoptosi € attivata principalmente tramite la via estrinseca, il mediatore
principale di tale evento € il TNFa, iperespresso in caso di scompenso e prodotto dalle stesse
cellule miocardiche. Il TNFa legandosi al suo recettore TNF1R innesca la stessa cascata di

eventi descritti per FasL e il suo recettore.

La via intrinseca

Questa via ¢ attivata da diverse forme di stress cellulari in particolare danno esteso al DNA o
mancanza di fattori di crescita.

Generalmente in seguito ad un danno irrecuperabile al DNA, p53 fa partire un segnale di
attivazione di trascrizione dei geni che codificano per fattori pro apoptotici appartenenti alla
famiglia Bcl-2.

E importante sottolineare che alla famiglia Bcl-2 appartengano fattori sia pro-apoptotici (Bax,
Puma, BaK,Noxa) che anti-apoptotici (Bcl-2, Lcll, ecc) . In caso di danno esteso al DNA p53
favorisce I'espressione di Bax, questo lega Bid nel citosol e assieme arrivano al mitocondrio
permealizzando la membrana al citocromo c. Inotre, Bid favorisce I'attivazione di fattori pro-

apoptotici costitutivamente espressi e presenti sulla membrana mitocondriale in uno stato
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funzionale inattivo perché legati a Bcl-2 tra cui abbiamo lo stesso Bax e BaK. Si suppone
(secondo il modello del displacement) che Bid attivato vada a legare con maggiore affinita Bcl-
2 che lascia cosi liberi Bak e Bax alla polimerizzazione sulla membrana mitocondriale.

Una volta uscito dal mitocondrio, il citocromo ¢ lega Apaf-1 e si procede alla produzione
dell’Apoptosoma un complesso eptamerico che favorisce il reclutamento e attivazione della
procaspasi 9. Questa attivata agisce sulla caspasi 3 e da qui si procedera come descritto per la
via estrinseca. Come precedentemente detto I'evento apoptotico & finemente regolato, la
cellula decide di attivare questo meccanismo di morte solo se & necessario. Esistono infatti
molte fattori anti-apoptotici come: c-FLIP che inibisce I'attivazione della caspasi 8, XIAP che

impedisce I' “erronea” attivazione della caspasi 9, ed anche i componenti anti-apoptotici

appartenenti alla famiglia delle Bcl-2, come Bcl-2 e Bcl-XL.

E stato visto che non tutte le cellule cardiache soccombono all’attivazione dell’evento
apoptotico. Si suppone che le cellule che sopravvivono siano capaci di interrompere tale
processo, nonostante I'attivazione delle caspasi o il rilascio del Citocromo C (Narula J., et al
1996; Reed JC., et al 1999). Alcuni studi suggeriscono che questo blocco del processo potrebbe
essere attribuito al raggiungimento di un nuovo equilibrio di tipo adattativo tra fattori pro- e
anti-apoptotici attenuando in questo modo la stimolazione cronica data dai vari fattori di
stress che agiscono sulla cellula (Giannessi D. 2011). La presenza di questo equilibrio
adattativo é stata dimostrata nel tessuto cardiaco di modelli animali con SC (Prescimone T., et
al 2011). | risultati di questo studio indicano che il processo apoptotico & attivo nei cuori
scompensati, come mostrato dal significativo aumento di espressione di caspasi 3, ma questa
attivazione non & accompagnata da un incremento di cellule apoptotiche o frammentazione
del DNA. E stato ipotizzato che le cellule cercano di resistere agli stimoli apoptotici over-
esprimendo molecole anti-apoptotiche come Bcl-2 o Hsp72, al fine di prevenire la completa
attivazione del programma di morte cellulare (Giannessi D. 2011).

In tali condizioni di apparente “equilibrio” tra fattori pro e ant-apoptotici € stata valutata, da
Prescimone e collaboratori, anche I'espressione di alcune citochine infiammatorie, quali IL-6 e
TNF-a ed € emerso che é presente un significativo aumento di questi mediatori di flogosi nel
cuore scompensato rispetto al controllo ma I'attivazione della via estrinseca dell'apoptosi,
stimolata tali indici infiammatori, non era accompagnata dall’attivazione simultanea della via
intrinseca che guida le cellule verso la formazione dell'apoptosoma e la morte cellulare, come
mostrato dalla mancanza di aumento di espressione della Casp-9 (i livelli sono simili nei

controlli e nei cuori scompensati) (Prescimone T., et al 2011).
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Inoltre, la stimolazione dei miocardiociti con TNF-a sembrerebbe aumentare i livelli di NO.

NO potenzialmente induce I'espressione di diversi geni cito-protettivi come HSP72, che
protegge le cellule dall'apoptosi (Chung HT., et al 2001) bloccando il reclutamento della pro-
caspasi 9 da parte dell’apoptosoma Apaf-1.

Anche se nel cardiomiocita scompensato é stata dimostrata I'attivazione dell’ “equilibrio
adattativo” come meccanismo per bloccare I'apoptosi , tanto resta ancora da chiarire sul ruolo

dei vari fattori che risultano coinvolti in tale evento.

Necrosi
Oltre all’apoptosi, I'altro classico meccanismo di morte che si osserva a livello cellulare, € la

necrosi. Questa viene definita come I'evidenziazione strutturale dell’avvenuta morte di gruppi
di cellule nell’ambito di un tessuto (Pontieri 2010). L’evento necrotico determina la scomparsa
dei limiti tra le cellule, alterazioni della struttura del tessuto che si trasforma in una massa
compatta e amorfa, friabile, generalmente eosinofila, con pochi resti nucleari isolati (Pontieri
2010). In genere si va a distinguere la necrosi in: colliquativa (tipica del cervello), caseosa
(tipica del granuloma tubercolare) e coagulativa (caratteristica morte ipossica del miocardio)
tipica dell’evento ischemico , e caratterizzata dalla condizione per cui il tessuto conserva la
propria architettura anche dopo la morte cellulare; soltanto in seguito il danno evolvera verso
la colliquazione operata dai leucociti che arriveranno nell’aria colpita.

La cellula necrotica manifesta alterazioni sia a livello citoplasmatico che nucleare. Il citoplasma
appare eosinofili, con rigonfiamento dei vari organelli citoplasmatici, il nucleo si raggrinzisce
(picnosi), la cromatina si raccoglie inizialmente a ridosso della membrana nucleare e solo dopo
I'avvenuta morte cellulare si addensa in una massa compatta (Fig. 13). L’evento necrotico &
caratterizzato dal susseguirsi di eventi “catastrofici” per la cellula che verra cosi indotta, come
conseguenza dell’evento ischemico, a morte. L’assenza di ossigeno e nutrienti determinera
I'arresto della produzione di ATP da parte del mitocondrio; questa deplezione di energia si
traduce in riduzione funzionale delle pompe di membrana ATP-dipendenti, di conseguenza
alterazione del potenziale di membrana, accumulo di Na* intracellulare seguito da movimento
di acqua per osmosi, da qui rigonfiamento della cellula e degli organelli tipici della necrosi.

La cellula tenta di rispondere al danno attivando le proteine da stress Heat Shock proteins
(Hsp) che inibiscono la denaturazione delle proteine, conseguenza dell’acidificazione del
citosol, e la distruzione delle stesse. Nel contempo si ha un incremento della concentrazione di
ione Ca** a livello citosolico proveniente sia dai depositi intracellulari che dall’esterno. Questo

determinera I'attivazione delle fosfolipasi e conseguente danno alle membrane, ma si ottiene
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anche I'attivazione di proteasi come le calpaine, idrolasi che vengono rilasciate dal lisosoma,
ed endonucleasi. Il tentativo da parte delle Hsp di bloccare la distruzione della cellula risulta a
questo punto inutile ed ad un certo punto la cellula muore.

In caso di SC si assiste, in corso di rimodellamento, ad un aumento della massa dei
cardiomiociti che perd non risulta sostenuta parallelamente da formazione di nuovi vasi,
quindi il tessuto sottoposto a vari tipi di stress e poco supportato, in termini di contributi

energetici, dalla circolazione andra incontro a necrosi.

Figura 13: Necrosi coagulativa in miocardio infartuato. € possibile osservare la presenza di cellule necrotiche con
nucleo in picnosi inoltre, in alcuni casi, & difficile distinguere i limiti tra le cellule. Modificato dal web.

Autofagia
L’autofagia si & evoluta come un processo di sopravvivenza cellulare (Maiuri MC., et al 2007).

La cellula si degrada e ricicla i componenti plasmatici, quali le proteine e gli organelli, con ruolo
protettivo e di “risparmio energetico”.

Livelli basali di autofagia sono importanti per il mantenimento dell’omeostasi cellulare. Una
disregolata autofagia & un rischio per la sopravvivenza cellulare, percio I'autofagia deve essere
finemente regolata.

Esistono vari tipi di autofagia:

- Microautofagia: sequestro di componenti citosoliche direttamente dai lisosomi
attraverso invaginazione della loro membrana;

- Macroautofagia: particolare forma intracellulare di fagocitosi: si formano delle
vescicole chiamate “autofagosomi” che sequestrano porzioni del citoplasma, organelli
0 microbi, e vengono trasferite ai lisosomi dove sono degradate. Per esempio, in

assenza di nutrimento le cellule sono in grado di sopravvivere attraverso I'autofagia;
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- Chaperon-mediatedautophagy (CMA): traslocazione diretta di proteine “unfolded”
attraverso una “chaperone” (Hsp 70) ed un recettore-canale di membrana (Lamp-2A).
Degrada solo proteine solubili in maniera selettiva, che sono giudate attraverso il
recettore-canale Lamp-2A dentro il lisosoma.

| geni coinvolti in questo processo sono stati identificati nel lievito e definiti autophagy-releted
genes (ATG), le proteine codificate da tali geni sono importanti per la produzione degli
autofagosomi. La regolazione dell’autofagia &€ ancora poco conosciuta.

L’Autofagia puo essere indotta da segnali ambientali, come nutrienti ed ormoni, ed anche da
microbi patogeni. Diverse sono le chinasi che regolano I'autofagia tra cui quella piu studiata e

target ofrapamicina (TOR), che regola negativamente il processo.

L’Autofagia gioca un ruolo importante nel cuore, dove & importante a bassi livelli per il
turnover degli organelli in condizioni basali (Levine B., et al 2004). Nel cuore i livelli di autofagia
possono essere alterati non solo in caso di stress indotto da ischemia riperfusione (Hamacher-
Brady A., et al 2006; Matsui Y., et al 2007 )ma anche da stress in associazione a ipertrofia e SC
(Shimomura H., et al 2001). Apoptosi, necrosi e autofagia sono state contemporaneamente
osservate nel cuore scompensato (Kostin S., et al 2003).

Tuttavia non & ancora ben chiaro se l'autofagia sia un percorso attuato dal cardiomiocita
scompensato che ne favorisce la sopravvivenza oppure uno sia percorso suicida dello stesso
(Nishida K., et al 2009).

In alcuni studi si e visto che in condizioni basali o di lieve stress, I'autofagia ha un ruolo
cardioprotettivo perché rimuove dal citosol organelli danneggiati, come i mitocondri, che
potrebbero rilasciare fattori pro apoptotici (Nishida K., et al 2009). Si & inoltre visto che in
assenza di autofagia, le proteine che normalmente venivano eliminate tramite questa via,
saranno ubiquitinate, ma non potendo essere degradate dal proteasoma si accumulano
funzionando come fattore di stress sul reticolo endoplasmatico e conducendo la cellula a
morte per apoptosi (Nakai A., et al 2007).

Tuttavia & stato anche dimostrato che un’esasperata attivita autofagica indotta da stimoli
importanti come stress provocato da ischemia riperfusione (Hamacher-Brady A., et al 2007),
puo portare alla distruzione di molti mitocondri e componenti citosolici e indurre nelle stesso
modo la cellula a morte per apoptosi.

In caso di un importante aumento pressorio (Zhu H., et al 2007) e durante la riperfusione di un
tessuto ischemico (Matsui Y., et al 2007) e stata osservata un’aumentata espressione del gene

Beclin 1 appartentenente alla famiglia dei geni ATG, coinvolti nell’evento apoptotico.
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La sovraespressione dei geni ATG & una condizione particolarme grave che pud mettere la
cellulla nelle condizioni di essere “incapace” di sopravvivere, degradando molte delle sue
componenti proteiche e organelli, e avvia alla morte per apoptosi.

La relazione tra autofagia e apoptosi € molto complessa; entrambe sono regolate dagli stessi
fattori. Bcl-2, fattore anti-apoptotico inibisce anche Beclinl e quindi l'autofagia, questa
proteina ATG interagisce anche con altri fattori appartenenti alla famiglia Bcl-2.

E stato osservto in vitro che nei cardiomiociti transgenici di topo in cui veniva sovraespressa
Bcl-2 si bloccava sia I'apoptosi che I'autofagia nelle cellule (Pattingre S., et al 2005). Mutazioni
del dominio BH3 di Beclinl aboliscono I'inibizione su di esso da parte di Bcl-xI, avviando il
processo autofagico nella cellula. Anche se sono diverse le prove che dimostrano questa
relazione tra i due processi, molti sono i dubbi che dovranno essere chiariti (Nishida K., et al
2009). Molti restano i dubbi sulla azione dell’autofagia nello SC. Come detto I'evento
autofagico & importante in caso di stress di media entita, per eliminare organelli e proteine
danneggiate, allo stesso modo un incremento degli stimoli lesivi porta l'autofagia a
trasformarsi in un suicidio cellulare pit che una via di sopravvivenza.

Le ipotesi che stanno ora prendendo piede a tal riguardo, spiegano questo duplice ruolo
dell’autofagia come conseguenza del fatto che molti sono i pathway molecolari che attivati
posso portare ad autofagia. Quindi in base a quele via di trasduzione viene attivata verra

favorito un destino cellulare anzicche I'altro; ma resta ancora molto da chiarire.

Hsp 70
Le Heat shock proteins (Hsp) sono una famiglia di proteine conservate nell’evoluzione che

svolgono diverse funzioni all’interno della cellula: assicurano il corretto folding delle catene
polipeptidi appena sintetizzate sia a livello citosolico, che nel reticolo endoplasmatico e nel
mitocondrio; aiutano al mantenimento o alla creazione di uno stato parzialmente denaturato
della proteina favorendone cosi il trasporto attraverso le membrane dei differenti organelli
citosolici; dirigono I'assemblaggio di complessi multi enzimatici; stabilizzano le proteine
danneggiate formatesi a seguito di stress di natura fisica o chimica, determinandone o un re-
folding o la degradazione

Uno dei primi studi sulle condizioni di stress cellulare & stato condotto agli inizi degli anni
sessanta (Ritossa FM. et al, 1964), esponendo ghiandole salivari di Drosophila melanogaster a
temperature leggermente al di sopra di quelle ottimali per la crescita e lo sviluppo del
moscerino e notando la formazione di rigonfiamenti localizzati dei cromosomi politenici. Tale
evidenza suggeriva uno specifico cambio di espressione genica, con la trascrizione di geni

codificanti per particolari proteine, definite heat shock protein. In seguito fu dimostrato che la
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sintesi di queste proteine pud essere stimolata anche da altre condizioni di stress tra cui:
ipossia, ischemia, stress meccanico, presenza di specie ossidanti, presenza di agenti virali,
aumento delle concentrazioni di calcio intracellulare, ecc.

Alcune di queste proteine vengono espresse costitutivamente della cellula, altre invece sono
sintetizzate solo in caso di uno specifico stimolo.

Le Hsp generalmente, vengono classificate sulla base del loro peso molecolare, si ottengono
cosi 6 classi tra cui: Hsp100 (100-110 kDa), Hsp90 (83-90 kDa), Hsp70 (66-78 kDa), Hsp60,
Hsp40 e le small Hsp (15-30 kDa). In realta esiste un altro tipo di classificazione che porta a
distinguere le Hsp in ATP dipendenti, tra cui Hsp 100, Hsp90 e Hsp 70, e le ATP indipendenti

come le small Hsp.

Tra le diverse Hsp particolare interesse ha destato, per il suo coinvolgimento a livello cardiaco
SC, la chaperon Hsp 70.

La famiglia delle Hsp 70 & ampiamente diffusa nei procarioti e negli eucarioti nei quali risulta
presente sia a livello citosolico che nel mitocondrio e a livello del reticolo endoplasmatico.

Hsp appartenenti a questa famiglia e presenti nell'uomo sono: Hsp 72 (inducibile in seguito a
stress), Hsp 70 (costitutivamente espressa), Hsp 75 (proteina mitocondriale) e GRP 78
(localizzata a livello mitocondriale).

Diverse sono le funzioni attribuite alle Hsp 70: legano le proteine unfolded assicurandone un
cambiamento conformazionale, agiscono evitando I'aggregazione non funzionale delle stesse
proteine unfolded e nel caso in cui questa erronea aggregazione si realizzi possono intervenire
determinando la disgregazione di queste, cooperando con Hsp 100.

Alcuni studi hanno rivelato come le Hsp 70 possa essere considerata come marcatore clinico di
SC, in quanto sono stati segnalati aumentati livelli circolanti di queste Hsp in casi avanzati di
scompenso (Genth-Zotz S., et al 2004).

In un lavoro recente Li e collaboratori hanno dimostrato come i livelli di Hsp 70 siano
aumnetati gia in stadi clinicamente precoci della malattia (Li Z.,et al 2013).

L'Hsp 70 ha un ruolo cardioprotettivo e in alcuni modelli animali & stato registrato un
incremento della sua espressione in seguito a danno ischemico (Trost SU., et al 1998).

E plausibile che HSP70 rappresenti un meccanismo protettivo non solo nelle manifestazioni
acute , ad esempio associato a danni da ischemia e riperfusione a seguito di bypass coronarico
(Dybdahl B., et al 2002 ), ma anche in pazienti sottoposti a stress in maniera cronica , come
nello SC. E stato riferito che una riduzione della produzione di HSP70 pud giocare un ruolo
significativo nella riduzione della funzione contrattile durante lo sviluppo dello SC in un

modello di ratto (Tanonaka K 2004).
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Come noto il sistema nourormoanle ci permette di spiegare molti degli eventi che si osservano
in corso di SC. E stato dimostrato in modelli animali che I'angiotensina Il e la noradrenalina
possono indurre | produzione di Hsp (Moalic JM., et al 1989;Meng X., et al 1996;Tanwar V., et
al 2010). Inotre evidenze sperimentali dimostrano come Hsp70 possa attivare il recettore
CD14/toll-like receptor dei globuli bianchi inducendo il rilasiodi citochine infiammatorie (Welch
WIJ. 1993). In particolari situazioni Hsp70 si ritrova anche nel circolo periferico, dove correla
con i livelli di IL-6 e con la gravita della patologia (Giannessi D., et al 2007).

Non e ancora compreso il meccanismo mediante il quale I'Hsp70 lasci la cellula inseguito a
stimolazione, si ipotizza che in seguito a danno o comunque ad una condizione di stress I Hsp
70 approfitti di un’aumentata permeabilita della membrana e questo favorisca la sua uscita

nell’ambiente extracellulare.

1.5.6 1l Metabolismo Cardiaco

[l cuore & un organo caratterizzato dalla funzione di pompa, dai processi di contrazione e
rilasciamento delle cellule muscolari cardiache si sviluppano quelle forze che permetto al
sangue di raggiungere i diversi distretti dell’organismo. Per svolgere questo vitale ruolo il cuore
ha bisogno di un cospicuo contributo energetico; una qualsiasi condizione che determini una
ridotta alimentazione di questo motore corrispondera ad una deficienza della sua funzione.

Il lavoro di pompa del cuore richiede un dispendio energetico che si pud desumere dalla
quantita di adenosin trifosfato (ATP) consumata nel corso delle 24 ore. In condizioni
fisiologiche, I’ATP utilizzato ammonta a circa 3,5-5 Kg al giorno. Pertanto il cuore necessita di
un continuo rifornimento di ossigeno e nutrienti attraverso il circolo coronarico. |l
metabolismo energetico del miocardio &€ molto complesso. Il cuore ricava energia “bruciando”
grassi e/o zuccheri in condizioni diverse dipendenti dalla disponibilita o0 meno di glucosio in
circolo. Il glucosio viene prevalentemente usato durante il periodo post-prandiale, quando la
glicemia & alta e c’é rilascio di insulina che “invita” i vari tessuti a rimuovere rapidamente dal
circolo sanguigno il metabolita. In fasi inter-prandiali, il cuore preferisce gli acidi grassi come
combustibile per realizzare il suo lavoro.

L’acetil-CoA, ottenuta dal catabolismo del glucosio e degli acidi grassi rispettivamente
attraverso glicolisi e B-ossidazione, viene avviata all’ossidazione nel mitocondrio attraverso il
ciclo di Krebs, da cui si andranno a ricavare i prodotti di scarto del catabolismo cellulare, CO, e
acqua. Inoltre, grazie a tutte le reazioni di ossido-riduzione che si realizzano nel ciclo dell’Acido
Citrico, si andranno a ottenere equivalenti riducenti che, usando specifici trasportatori di

elettroni (NAD/NADH, FAD/FADH, ), verranno indirizzati verso la catena respiratoria. Dal
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trasferimento degli elettroni attraverso i complessi della catena respiratoria si crea energia,
guesta verra immagazzinata come gradiente protonico ai due lati della membrana
mitocondriale interna e sfruttata, infine, dall’ATPsintasi per formare ATP, partendo da ADP e
P. Il trasporto e I'utilizzo dell’energia cosi prodotta dai mitocondri alle miofibrille richiede
I'intervento di un sistema di chinasi conosciute come Creatinchinasi. Di questo enzima ne
esistono diverse isoforme. La creatinchinasi mitocondriale (CKy,t) si occupa del trasferimento di
un gruppo fosfato ad alta energia da una molecola di ATP ad una di creatina, ottenendo in
questo modo ADP e fosfocreatina (PCr). La creatina € sintetizzata dal fegato a partire da
Arginina, S-adenosil metionina e glicina, € principalmente usata a livello muscolare per la
rigenerazione di ATP, dopo che come appena descritto essa stessa venga convertita in PCr.

La PCr cosi prodotta diffonde rapidamente dal mitocondrio al citoplasma dove la sua
concentrazione risulta in equilibrio con i livelli di ATP e ADP, in queste modo la PCr puo
funzionare come piccola riserva energetica presente nel musculo, ma la PCr prodotta viene
anche direttamente indirizzata alle miofibrille dove la CK miofibrillare si occupera di usare
questa riserva per ricostituire ATP, partendo da ADP e PCr.

L’energia cosi ottenuta € fondamentale per il cuore, sia per lo svolgimento della sua funzione
contrattile, ma € necessaria anche per conservare I'impianto strutturale della cellula miocitica
e per tutte le altre funzioni metaboliche ed elettrofisiologiche. Questa energia viene utilizzata
per matenere i gradiaendi ionici attravero il doppio strato fosfolipidico attraverso la funzione
di pompe ATP dipendenti, come N*/K* ATPasi o Ca*" ATPasi, il mantenimento del potenziale
trans membrana garantisce alla cellula di poter svolgere diverse funzioni: generare potenziali
d’azione, garantire la contrazione, favorire il movimento di molecole attraverso il doppio strato
fosfolipidico.

L’apporto di metaboliti e la produzione di energia nel cuore sono eventi finemente regolati,
visto che il cuore ha un carico di lavoro elevato e costante. Una deregolazione del metabolismo
energetico, come si osserva in caso di SC, si traduce in uno stato di inefficienza funzionale e di
“fame” energetica (Giannessi D. 2011). Grande importanza é stata data all'ipotesi secondo cui
I'alterazione del metabolismo energetico possa giocare un ruolo importante tra i meccanismi
che portano al rimodellamento cardiaco patologico e progressione dello SC. Infatti mutazioni
in geni codificanti per le proteine coinvolte nel metabolismo energetico e nella produzione di
ATP sono state identificate in casi di cardiomiopatia ipertrofica (Tanaka T., et al 2001; Taylor
RW., et al 2000). Il rapporto tra PCr e ATP & considerato una misura del bilancio energetico;
questo rapporto é alterato in caso di SC, a causa della ridotta attivita della CK, con

conseguente anormalita nella disponibilita di ATP (Weiss RG., et al 2005).
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Il metabolismo energetico del cuore ¢ strettamente regolato durante lo sviluppo e in risposta a
diversi stimoli, sia fisiologici che patologici (Lehman JJ., et al 2002). Durante lo sviluppo, il
cuore fetale funziona in condizioni di ipossia, ricava energia dal metabolismo anaerobio del
glucosio e del lattato. Alla nascita, a seguito dell’aumentata richiesta energetica del miocardio,
dovuta alle variazioni delle condizioni emodinamiche, il numero dei mitocondri e I'espressione
delle proteine mitocondriali aumentano drasticamente, e |'ossidazione mitocondriale degli
acidi grassi diviene la principale fonte di ATP per il miocardio adulto (Giordano C., et al 2005).
La possibiilita di ottenere enrgia dall’ossidazione degli acidi grassi, richiede I'espressione dei
geni che sono implicati in tale via oltre all’espressione dei vari elementi che fanno parte della
catena respiratoria mitocondriale. Da diversi studi condotti sono stati identificati alcuni di
questi geni, la cui espressine viene indotta dopo la nascita, tra cui peroxisome proliferator-
activated receptor-a (PPARa) e il suo coattivatore PPARy-1, detto anche PGC-1a, considerati
tra i pitlimportanti regolatori dell’espressione dei geni dell’ossidazione degli acidi grassi e della
biogenesi mitocondriale (Barger MP., et al 2000; Lehman JJ., et al 2000).

I livelli di espressione di questi due geni aumentano sia dopo la nascita ma anche in seguito ad
una aumentata richiesta di ATP del cuore dell’adulto, come nel caso di digiuno o esercizio
fisico. In caso di rimodellamento cardiaco, nel corso dell’ipertrofia del ventricolo si nota una
riduzione dell’espressione di questi stessi geni e il metabolismo cardiaco assume di nuovo le
caratteristiche tipiche della vita fetale in cui abbiamo una drastica riduzione dell’ossidazione
degli acidi grassi (Fig.14). Questa “regressione” metabolica avviene in parallelo con la
riespressione di isoforme fetali di una varieta di altri geni, come quelli che codificano per le
proteine contrattili. Questa iniziale risposta del cuore ipertrofico potrebbe essere intesa come
una risposta adattativa alla mancanza di ossigeno, in cui si ritorna a fare prevalentemente uso

di glucosio e al suo cataboliso anairobio per la produzione di ATP.

Physiological stimuli Pathological stimuli
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Figura 14: Differenti pattern di ossidazione e cascate di traduzione del segnale tra uno stato fisiologico (sinistra) e di
SC (destra). Modificato da Mudd e Kass , 2008.
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L’'uso del glucosio per la produzione in anaerobiosi di ATP, si registra nelle primissime fasi di
insorgenza dello SC; nel tempo il miocardio andra incontro ad una sorta di resistenza
dell’insulina che limitera la sua capacita ad assumere glucosio.

Dunque in caso di SC e progressione del rimodellamento si osservano importanti modifiche alla
normale attivita metabolica del cuore, ridotto utilizzo degli acidi grassi per la produzione di
energia a causa di una alterata espressione genica, iniziale uso di glucosio che si riduce pero al
procedere delle scompenso, ed infine come gia detto, il rapporto tra PCr e ATP & notevolmente
ridotto, come conseguenza di ridotta funzionalita della CK. In particolare rispetto ai livelli
fisiologici si registra una riduzione della funzionalita della CKy;: del 20%, mentre un calo del
50% si registra per quanto riguarda I'attivita CK miofibrillare. In questo modo la possibilita di
ricreare ATP dalle riserve energetiche di PCr viene notevolmente ridotta.

Tutto questo non fa altro che alterare la funzionalita del cuore scompensato, che non € piu in
grado di contrarsi correttamente sia per le modifiche strutturali a cui va incontro ma anche a
causa di una diminuzione dell’energia necessaria per contrarsi.

Un'altra caratteristica importante che influenza la disponibilita di energia & la densita di
capillari nel muscolo cardiaco (Giannessi D. 2011). In un modello animale di ipertrofia, il
rimodellamento cardiaco € risultato strettamente dipendente ad una inefficace risposta
dell’angiogenesi alla crescita muscolare (Shiojima I., et al 2005). L’equilibrio tra ipertrofia
(crescita muscolare) e densita capillare (apporto di nutrienti) &€ parzialmente regolato dal
fattore di trascrizione GATA 4, che ha un ruolo importante nella stimolazione dell’angiogenesi
(Heineke J., et al 2007). Cosi, la modulazione dell’equilibrio tra fattori pro- e anti- angiogenetici
potrebbe essere rilevante come un nuovo target terapeutico in alcuni stadi dello SC (Mudd JO.,

et al 2008).

1.6 U ruolodell'infiammazione nello Scompenso Cardiaco

L’inflammazione o flogosi costituisce una risposta dei tessuti connettivi vascolarizzati a stimoli
di natura endogena o esogena che causano danno e rappresentano un processo di estrema
importanza per garantire I'integrita dei tessuti. Il suo significato ultimo &, infatti, duplice: difesa
e riparo (Rugarli 2010). La risposta infiammatoria innescata in seguito al danno ai tessuti & un
processo programmato cha ha come obiettivo: eliminare o contenere la causa iniziale del
danno; rimuovere le cellule morte e i detriti della matrice; riparare i tessuti danneggiati
attraverso o la formazione di cicatrici, con la fibrogenesi, o la guarigione senza cicatrice,

attraverso la rigenerazione dei tessuti. Tutte queste attivita permettono il ripristino della
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struttura e della funzione originale dell’organo danneggiato (Leibovich SJ., et al 1976; Eming
SA., etal 2009).

[l processo infiammatorio puo essere: acuto o cronico.

L’inflammazione acuta, che si sviluppa nel giro di pochi minuti o poche ore, & accompagnata da
formazione di edema e dal reclutamento di leucociti (principalmente neutrofili) nell’area
danneggiata. L'infiammazione cronica € un processo di pit lunga durata in cui in generale
predomina I'accumulo di linfociti e macrofagi; essa risulta essere spesso accompagnata dal
rimodellamento dei tessuti con fibrosi (Rugarli 2010).

L’inflammazione rappresenta un processo biologico che gioca un ruolo fondamentale in quasi
tutti gli aspetti che caratterizzano le malattie cardiovascolari, compreso lo SC (Jiang B., et al
2010).

Lo SC viene spesso definito come un processo caratterizzato da un persistente evento
infiammatorio, con eleveti livelli circolanti di citochine pro- e anti-infiammatorie. L’attivazione
della risposta infiammatoria nello SC pud essere la conseguenza della presenza di antigeni
riconosciuti come possibili elementi nocivi (come in caso di miocarditi acute o reazioni di
rigetto del trapianto), oppure I'inflammazione si pud attivare come risposta ad eventi che
danneggiano il miocardio (come nel caso di infarto).

Lo SC rappresenta il punto d’arrivo di una serie di insulti al miocardio di vario tipo, tra i quali
I'infarto del miocardio € la causa piu comune (Jiang B., et al 2010).

Dopo un infarto al miocardico o danno da ischemia-riperfusione, le cellule danneggiate
attivano una serie di segnali di flogosi tramite la produzione di chemochine e citochine (i
mediatori dell’infiammazione) per reclutare i leucociti, tra cui neutrofili e monociti/macrofagi,
in modo da liberare la zona infartuata dalle cellule morte e dai detriti di matrice (Jiang B., et al
2010). Questa reazione infiammatoria € attivata con I’obiettivo di riparare e guarire il tessuto
danneggiato. Tuttavia, a livello del cuore il processo di riparazione e completa guarigione del
tessuto contrattile risultano complicati non solo dalla limitata capacita rigenerativa dei
cardiomiociti, ma anche dal fatto che il cuore non puo cessare la contrazione durante queste
fasi. Di conseguenza lo spazio vuoto che viene lasciato dalle cellule morte deve essere
immediatamente sostituito per impedire la rottura del ventricolo, da qui la deposizione di
materiale fibrotico e formazione di cicatrice cardiaca (Jiang B., et al 2010). Quindi i risultati di
guarigione dell’infarto si manifestano in un profondo rimodellamento molecolare e strutturale,
con formazione di cicatrici per sostituire i cardiomiociti persi nella zona infartuata e ipertrofia
della zona non infartuata accompagnati da dilatazione della camera ventricolare e up-

regolazione dell'espressione genica fetale (Jennings RB., et al 1995).
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Il successivo aumento cronico nell’inflammazione tissutale ha come risultato una continua
fibrosi e perdita di cardiomiociti e contribuisce al rimodellamento cardiaco “avverso” e, in
ultima analisi, allo sviluppo di SC (Jiang B., et al 2010).

[l sistema infiammatorio lavora in sinergia con quello del'immunita innata: questi
rappresentano due processi intimamente connessi e in generale indistinguibili. Le strategie che
vengono usate dal sistema dell’immunita innata e dal sistema infiammatorio per riconoscere
I’eventuale presenza di un agente patogeno o comungue un tessuto danneggiato sono legate
all’espressione di molecole recettoriali dette Pattern Recognition Receptor (PRR), questi
attivano immediatamente la risposta difensiva dell’organismo al fattore lesivo. | PRR si
distinguono in: recettori solubili (come fattori del complemento, pentraxine), recettori di
membrana (come i Toll-like receptors TLR), e recettori citoplasmatici (appartenenti alla famiglia
NOD). Questi recettori sono principalmente espressi sulle cellule del sistema immunitario, tra
cui macrofagi e cellule dentritiche, ma possono essere espressi anche in altri tipi cellulari.

Il “danger model” proposto da Matzinger ha suggerito che la presenza dei soli contenuti
potenzialmente infettivi e/o di elementi danneggiati non & sufficiente per attivare il sistema
immunitario senza un appropriato segnale di allarme da parte delle cellule o tessuti stressati o
danneggiati (Matzinger P. 1994) che potenzia questa stimolazione. Secondo tale modello le
cellule adiacenti al tessuto infettato o danneggiato riescono a percepire la presenza di fattori
di stress rilasciate dalle stesse cellule morenti. Tali elementi servono come segnali di allarme
che avviano la risposta infliammatoria interagendo con le molecole PRR. A livello cardiaco
risultano espressi i recettori TLR-2, -3, -4 e -6 (Jiang B 2010). In caso di danno ischemico al
cuore, le cellule necrotiche possono rilasciare ad esempio high-mobility proup box protein 1
(HMGBL1), una proteina nucleare non istonica ubiquitariamente e altamente espressa nella
maggior parte dei tipi cellulari (Rovere-Querini P. , et al 2004). Questa puo0 attivare la risposta
inflammatoria nelle cellule circostanti attraverso il TLR4 signaling (Tsung A., et al 2005;
Kaczorowski DJ., et al 2009). Anche frammenti della matrice rilasciati in seguito alla lesione del
tessuto sono in grado di attivare questi recettori.

Il recettore TLR4, in risposta ai segnali di pericolo, avvia una cascata di chinasi che termina con
I'attivazione del fattore nucleare NF-kB, un fattore di trascrizione essenziale che regola
I'espressione di numerosi geni infiammatori come molecole di adesione, chemochine e
citochine. NF-kB é critico per innescare I'infammazione ed € coinvolto nella cardioprotezione e
nel processo di guarigione post-infarto (Jiang B., et al 2010).

Dunque i segnali rilasciati dalle cellule morenti in sinergia con chemochine e citochine ottenute
da cellule vicine all’area danneggiata risultano in uno stimolo iniziale sufficiente ad una

efficace attivazione (con reclutamento dei globuli bianchi) del processo infiammatorio.
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1.6.1 Citochine infiammatorie

Con il termine di citochine vengono indicate una serie di mediatori chimici, polipeptidici, non
antigene specifici che agiscono come segnali di comunicazione fra le cellule del sistema
immunitario fra diversi organi e tessuti. Originariamente si riteneva che questi mediatori
chimici fossero prodotti e secreti solo dalla cellule del sistema immunitario, in realta si & visto
come le citochine siano sintetizzate anche dai diversi organi e tessuti.
La produzione delle citochine é transitoria, in genere agiscono a breve distanza e di regola non
si trovano in quantita importanti in circolo in condizioni normali. Molte citochine sono
pleiotropiche, agendo su una grande varita di cellule e tessuti; alcune di esse pur essendo
strutturalmente molto diverse hanno funzione sovrapponibile. Queste condizioni perd non
rappresentano delle caratteristiche assolute per le citochine, infatti il Trasforming Growth
factor-B (TGF-B) risulta essere presente nella circolazione periferica anche in condizioni
fisiologiche; interleuchina (IL)-6 & prodotta in risposta a segnali infiammatori locali, ma agisce
a distanza sul fegato.
La classificazione delle citochine pud essere fatta usando criteri diversi: caratteristiche
strutturali, la classe di recettori riconosciuta, e le loro caratteristiche funzionali.
Da un punto di vista funzionale le citochine possono essere classificate come:

- Citochine ematopoietiche

- Citochine dell’immunita specifica

- Citochine infiammatorie primarie

- Citochine anti-infliammatorie

- Chemochine

1.6.1.1 Lecitochine inflammatorie primarie

Le citochine infiammatorie primarie, tra cui IL-1, TNF-a e IL-6 costituisco dei mediatori
fondamentali. In generale, queste citochine sono pleiotropiche, agendo su una varieta di
tessuti diversi; inoltre, nonostante il fatto che queste tre molecole interagiscono con recettori
strutturalmente diversi, le loro attivita si sovrappongono (Rugarli, Medicina interna sistematica
2010).

Insieme a IL-1, il TNF-a viene rilasciato immediatamente in caso di insulto/danno all’organismo
mettendo in movimento l'intera cascata di mediatori caratteristici dell'inflammazione. Questi
mediatori hanno azione locale, reclutando nel tessuto danneggiato dei leucaociti. IL-6 agisce
come fattore secondario, rispetto a TNF-a e IL-1, agendo sul fegato infatti permette la

produzione delle proteine di fase acuta, le quali amplificheranno cosi a livello sistemico i
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meccanismi dell'immunita innata. Come molti segnali biologici, le citochine pro-infiammatorie
sono in grado di attivare la risposta desiderata sulla cellula/tessuto target e nello stesso tempo
sono altrettanto efficaci nell’attivare una risposta di “spegnimento” del loro rilascio e quindi
della loro azione.

Un primo circuito di spegnimento € costituito dall'induzione dell’espressione di citochine anti-
inflammatorie come: IL-10 o TGF-B. Un altro circuito & rappresentato dall’asse ipotalamo-
ipofisi-surrene. Infatti TNF-a e IL-1 agiscono sull’ipotalamo inducendo la produzione di
releasing factors, che provocano a livello ipofisario la produzione dell’'ormone
adrenocorticotropo. Questo agendo a livello del surrene stimolera il rilascio di glucocorticoidi i
quali sono in grado di spegnere la produzione delle citochine su dette.

Nel 1990, Levine e collaboratori hanno documentato una correlazione positiva tra TNF-a e SC
(Levine B., et al 1990). Da allora la ricerca ha individuato la relazione tra altre citochine e lo SC.
L'interesse per la comprensione del ruolo di mediatori infiammatori nello SC deriva
dall'osservazione che in realta molti aspetti di questa patologia possono essere spiegati
tramite I'intervento di questi fattori. In particolare é stato osservato che se queste citochine
sono presenti ad elevati livelli, cosi come in caso di infarto, sono capaci di indurre alcuni degli
aspetti tipici delle SC come: progressiva disfunzione del ventricolo sinistro, edema polmonare,
rimodellamento del ventricolo sinistro, espressione di geni tipici dello stadio fetale e
cardiomiopatie (Thaik CM., et al1995; Bozkurt B, et al 1998).

Si & affermato cosi un nuovo modello per spiegare i complessi meccanismi che si registrano
durante lo SC, il “modello dell’inflammazione” il quale si affianca a quello neurormonale. In
questo nuovo modello viene evidenziato I'effetto citotossico esercitato dalle cascate di
citochine endogene sul cuore che hanno un’azione deleteria si registra solo in caso di una

sovraespressione di queste stesse citochine (Mann DL. 2002).

Tumor necrosis factor (TNF)

[l TNF deve il suo nome all’attivita necrotizzante esplicata nei confronti di alcuni tumori
sperimentali (Rugarli, Medicina interna sistematica 2010). Il ruolo principale del TNF perd non
e quello necrotizzante ma fa parte della categoria di citochine definite “pro-infiammatorie”.

[l TNF presenta due isoforme: TNF-a e TNF-B (conosciuta come linfotossina perché prodotta
solamente della cellule linfoidi).

Il TNF-a viene sintetizzato in massima parte dai macrofagi, ma la sua sintesi € legata all’attivita
di altri tipi cellulari tra cui anche le cellule miocaridiche. Il TNF-a & sintetizzato come un

precursore di 26 kDa ed é una proteina trasmembranaria di tipo Il, cioé presenta I'estremita
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N-terminale all'interno della membrana plasmatica. Il TNF-a arriva alla membrana cellulare
come omtrimero, ed & cosi che viene esposto sul versante extracellulare (Rugarli 2010).
L’azione dell’ TNF-a Converting Enzyme (TACE), appartenente alla famiglia delle metallo
proteinasi, agisce sul’omotrimero di membrana dando origine alla forma solubile nei liquidi
biologici di 17 kDa. Sia la forma di membrana che la forma solubile di TNF-a risultano
comunque capaci di legare il loro recettore e di attivare la risposta del tessuto target.

| recettori per il TNF-a sono di due tipi: il recettore di tipo | (TNFR | 0 p55) e il recettore di tipo
Il (TNFR Il 0 p75). Come detto il TNF-a viene espresso sulla membrana come omotrimero e
come tale si ritrova nella forma solubile, nel momento in cui contatta il recettore ne causa la
multimerizzazione e cosi puo essere trasdotto il segnale nella cellula target.

II' TNFR1, insieme al recettore Fas, fa parte della famiglia dei recettori di morte la cui
attivazione puo determinare I'avvio della via estrinseca dell’apoptosi. Espresso in tutte le
cellule dell’organismo tale recettore risulta avere, principalmente, attivita citotossica e
antivirale.

Nel momento in cui TNF-a lega TNFR | questo trimerizza e fa partire cosi un segnale
intracellulare. La prima proteina a essere reclutata & TNFR1-associated death domain protein
(TRADD) che funge da piattaforma di reclutamento di altri mediatori come receptor interacting
protein 1 (RIP)1 , Fas-associated death domaine protein (FADD) e TNF-receptor associated
factor 2 (TRAF2). Grazie a FADD, il recettore attivato da ligando dara avvio al segnale pro-
apoptico favorendo [I'attivazione della caspasi 8 (come descritto nella via estrinseca
dell’apoptosi). Diversamente da FADD, I'attivazione di TRAF2 favorisce I'avvio dei segnali di
sopravvivenza.

TRAF2 & coinvolto anche nella via di trasduzione del segnale del TNFR-II (recettore che &
espresso principalmente da cellule endoteliali e cellule del'immunita immediata) attivato;
quindi, da questo livello in poi (e solo per la via del segnale mediata da TRAF2) I'attivita dei due
recettori di TNF risulta sovrapponibile.

L’azione di TRAF 2 nelle 2 vie sara importante per I'attivazione di un fattore trascrizionale NF-
kB, coinvolto nell'induzione dell’espressione di molti geni i cui prodotti sono coinvolti
principalmente nei processi di flogosi, tra cui: citochine, chemochine, molecole adesive, NO
sintasi inducibile e fattore tissutale.

Nello specifico I'azione di TRAF2 attivera alcune chinasi citosoliche, conosciute come IKK1 e
IKK2 che risultano normalmente complessate con la proteina inibitoria NEMO. Il complesso
chinasico IKK1/IKK2 attivo agisce fosforilando I'inibitore di NF-kB (IkB) che verra cosi inattivato
lasciando libero il fattore trascrizionale di migrare nel nucleo e legarsi a promotori dei geni

target.(Fig. 15).
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Figura 15: Vie di trasduzione del seganle del TNF-alfa.Pathwy attivato dal TNFR | a sinistra. Via attivata da TNFRII a
destra. Modificato dal web.

Sia TNFR-I che TNFR-II una volta attivati inducono come descritto I’avvio di cascate di chinasi le
quali coinvolgono anche le MAPK. Questa via, stimolata, converge nell’attivazione di ulteriori
fattori trasrizionali come: c-Jun, c-Fos, ERK, i quali permetteranno I'espressione di geni i cui

prodotti saranno importanti per la risposta infiammatoria.

Ruolo del TNF-a nello SC

L'osservazione che le citochine pro-infiammatorie siano in grado di modulare la funzione del
ventricolo sinistro & stata segnalata per la prima volta da una serie di importanti studi
sperimentali i quali dimostrarono che iniezioni dirette di dosi di TNF possono determinare
ipotensione, acidosi metabolica, emoconcentrazione e la morte in pochi minuti, imitando cosi
la risposta cardiaca/emodinamica vista durante shock settico indotto da endotossina (Tracey
KJ., et al 1986). Gli studi condotti su cani hanno dimostrato che una singola infusione di TNF-a
si traduce in anomalie della funzione sistolica entro le prime 24 ore dall’iniezione (Natanson C.,
et al 1989; Pagani FD., et al 1992).

Studi sperimentali sui ratti hanno dimostrato inoltre, che concentrazioni circolanti di TNF-a che
coincidono con quelle osservate nei pazienti con SC sono sufficienti a produrre effetti
persistenti inotropi negativi, che sono rilevabili a livello dei cardiomiociti (Mann DL. 2002). Gli
effetti inotropi negativi del TNF-a sono completamente reversibili, infatti quando si
interrompono le iniezioni gli effetti prima visti si attenuano (Bozkurt B, et al 1998).

Per guanto riguarda i potenziali meccanismi attraverso cui il TNF-a determina i sui effetti
deleteri sulla funzione ventricolare sinistra sono state suggerite due diverse vie: 1) un percorso
rapido, che si manifesta in pochi minuti, mediato dall'attivazione della via di segnalazione

dipendente dalla sfingomielinasi e da NO (Oral H., et al 1997); 2) un percorso tardivo, che
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richiede ore o giorni per svilupparsi, ed € mediato sempre dal NO che indebolisce la
stimolazione B-adrenergica sul cuore. (Gulick TS., et al 1989; Balligand JL., et al 1993).

La funzione della sfingomielinasi € quella di catalizzare I'idrolisi della sfingomielina nella
membrana cellulare, producendo in tal modo ceramidi, come la sfingosina. Questo lipide, poi,
funge da secondo messaggero intracellulare, soprattutto in due situazioni di importanza
biologica: il differenziamento cellulare dei tessuti e la morte cellulare programmata o apoptosi
(Vittorini S., et al 2011). La sfingosina possiede anche un effetto inotropo negativo sui
miocardiociti isolati; questa azione sembra dovuta al blocco del recettore della rianodina,
riducendo in questo modo il rilascio del calcio dal reticolo sarcoplasmatico (Hedayat M., et al
2010). Gli effetti inibitori sulla contrazione miocardica a lungo termine, sono dovuti sempre al
NO, la cui espressione attraverso la NO-sintasi calcio dipendente € indotta dal TNF-a.

I monossido d’azoto interagisce con la guanilil ciclasi e induce la sintesi di cGMP (guanosina 3’-
5" monofosfato ciclico), questo riduce la forza contrattile stimolando I'attivita ionica che
espelle dal citosol gli ioni calcio.

[l TNF-a contribuisce allo SC non solo modulando la capacita contrattile del cuore ma pud
indure la morte cellulare per apoptosi (attraverso il percorso estrinseco che parte dal TNFR 1).
Oltre agli effetti appena descritti, ci sono diversi studi che suggeriscono come il TNF possa
promuovere rimodellamento del ventricolo sinistro attraverso modifiche nella ECM (Mann DL.
2002). Quando concentrazioni di TNF equivalenti a quelle osservate nei pazienti con SC
(concentrazioni superiori a 10”7 M) sono infuse nei ratti si osserva un cambiamento, tempo-
dipendente, delle dimensioni del ventricolo sinistro che sono accompagnate da una
progressiva degradazione della ECM (Mann DL. 2002). Questo stesso risultato € stato ottenuto
con topi transgenici in cui veniva sovraespresso il gene che codifica per la citocina pro-
inflammatoria.

Sia il TNF-a che la IL-1B diminuiscono la sintesi del collagene e I'espressione di mRNA del
procollagene in cellule cardiache in cultura, sia neonatali che adulte (Siwik DA., et al 2000).
Tuttavia, il TNF-a mostra un’azione bifasica, che si esplica mediante uno shilanciamento di
meccanismi che possono indurre da una parte la sintesi della matrice extracellulare e dall’altra
la sua degradazione (Siwik DA., et al 2004). Questo effetto bifasioco € influenzato dal tempo di
esposizione. Nel breve periodo, il TNF-a induce I'attivazione delle MMPs con degradazione
della matrice e progressiva dilatazione del ventricolo (Hedayat M., et al 2010). La progressiva
perdita della matrice che circonda le singole cellule miocardiche determina uno
slittamento/disorganizzazione dei fasci di miofibrille nella parete del ventricolo (Weber KT.,
Cardiac interstitium in health and disease: the fibrillar collagen network. 1989) e conseguente

riduzione della capacita contrattile.
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Una stimolazione cronica di TNF-a diversamente induce la deposizione di collagene e la
produzione di una cicatrice fibrotica (Mann DL. 2002). Anche se ancora non sono
completamente chiari i meccanismi che portano a questo cambio di funzione della citochina, e
stato osservato che in caso di stimolazione cronica i livelli delle MMPs diminuiscono mentre
aumentano i livelli di espressione dei TIMPs. In tutto cio risulta coinvolta I'attivita di TGF-B il

quale é capace di indurre fibrosi cardiaca (Creemers EE., et al 2011).

Interleuchina (IL)-1

IL-1 , citochina pro-infiammatoria , € presente in due isoforme, codificate da geni distinti ,
I'lL-1a e I'IL-1B. Queste molecole hanno attivita simile e interagiscono con gli stessi recettori
benché dal punto di vista strutturale abbiano un’omologia di sequenza solo del 20% (Rugarli,
Medicina interna sistematica 2010). Sia IL-1a che IL-1B vengono sintetizzate come pro-peptidi
di circa 33 kDa, questi saranno poi processati all'interno della cellula in molecole mature di 17
kDa e poi rilasciati nel’ambiente extracellulare, attraverso un processo non convenzionale,
dato che IL-1B8 non ha una sequenza segnale. Il pro-peptide IL-1B viene processato da una
caspasi definita IL-1 Converting Enzyme o ICE.

| principali produttori di IL-1 sono monociti/macrofagi, anche se questa citochina viene
espressa da diversi tipi cellulari. Similmente a quanto descritto per il TNF-a sono diversi gli
stimoli che portano al rilascio di IL-1, la presenza di “detriti”di cellule morte e della matrice,
ma anche antigeni microbici possono indurre I'attivazione dei TLR e da qui il rilascio di questa
citochina. E stato anche visto che il rilascio di IL-1 & indotto dalla stessa IL-1 e dal TNF-q; si
innesca cosi un meccanismo di amplificazione della risposta all’evento lesivo.

La famiglia delle IL-1 comprende, oltre a IL-1a e IL-1B, anche un antagonista recettoriale, IL-1
Receptor Antagonist o IL-1ra. Questo € prodotto dalle stesse cellule che producono IL-1 e la
sua produzione € indotta dagli stessi segnali che portano al rilascio della citochina
inflammatoria. Il-1ra € un antagonista di IL-1 in quanto si lega allo stesso recettore della
citochina pro-inflammatoria, ma non attiva la risposta biologica nella cellula target.

Il recettore di IL-1, costituito da due catene: IL-1RI e la catena accessoria (AcP), &€ una proteina
transmembranaria dota di un sito di legame al ligando nel versante extracellulare, un dominio
che attraversa il doppio strato fosfolipidico e il dominio intracellulare conosciuto come Toll-IL-1
receptors (TIR) necessario per la trasduzione del segnale.

In presenza di IL-1, le due catene recettoriali formano un complesso che favorisce I'attivazione
della trasduzione del segnale. IL-1ra lega IL-1RI, ma non ne favorisce I’associazione con AcP,

impedendo in tal modo I'attivazione di tale segnale. Esiste un secondo recettore per IL-1 che
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puo essere espresso sulla membrana cellulare o rilasciato in circolo, il IL-R Il definito anche
come decoy receptor. Questo recettore € in grado di interagire con la citochina impedendone
I'effetto biologico in quanto non & in grado di far partire alcun segnale intracellulare. La
presenza di questi elementi di regolazione negativa di IL-1 sottolinea I'importanza di questa

molecola la cui azione é potenzialmente devastante per I'integrita dell’organismo.

IL-1 interagendo con il suo recettore attiva una cascata di trasduzione del segnale che e
centrata sull’adattatore MyD88. Grazie al suo dominio TIR, MyD88 interagisce con IL-RI,
mentre con il suo dominio DD recluta attivandole alcune chinasi come IL-1 Receptor Activated
Kinase (IRAK). Questa fosforila, attivando, un adattatore TRAF 6 che recluta altre chinasi. Il fine
di questa cascata di chinasi sara I'attivazione di alcuni fattori trascrizionali tra cui NF-kB (come

visto per TNF-a).

Ruolo dell’'lL-1 nello SC

IL-1 & una delle citochine pro infiammatorie che rivestono un ruolo importante per
I"attivazione della complessa rete di meccanismi che si verificano nell’evento flogistico. Questa
€ una proteina pleiotropica e molte delle sue funzioni sono sovrapponibili a quelle del TNF-q,
sia per quanto riguarda il ruolo “protettivo” delle citochine sia per quanto riguarda il loro
coinvolgimento nei meccanismi che portano allo SC.

Elevati livelli di IL-1 possono esercitare, nel cuore danneggiato,un effetto inotropo negativo
che sommandosi all’azione TNF-a riduce sensibilmente la capacita contrattile del cuore.
L’esposizione cronica ad aumentati livelli di IL-1 induce una riduzione sia dell’espressione
genica che dei livelli tissutali di SERCA (calcio ATPasi del reticolo sarcoplasmatico) e del
fosfolambano. La diminuzione del SERCA ¢ a sua volta responsabile di una alterata rimozione
degli ioni calcio dal citoplasma e, di conseguenza, di un ridotto rilascio di calcio dal reticolo
(Vittorini S., et al 2011) (Fig. 16). In tal modo, la concentrazione di ioni calcio disponibile
all’apparato contrattile in sistole € ridotto, mentre in diastole le concentrazioni dello ione sono

elevate rispetto alle condizioni fisiologiche.
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Figura 16: Azioni del TNF-a e dell'IL-1 nei confronti dell'apparato contrattile del cuore. Modificato da Vittorini S., et
al 2011.

Oltre a funzionare come fattore inotropo negativo IL-1 sembra coinvolto anche nel
rimodellamento del miocardio inseguito a danno (come danno da ischemia/riperfusione);
infatti, nelle fasi iniziali del danno insieme al TNF-a, pud indurre una riduzione della sintesi e
deposizione di collagene nell’ECM favorendo in questo fasi precoci la dilatazione del
ventricolo. Studi in vitro hanno infatti dimostrato come I'esposizione ad elevati livelli di
citochine pro infiammatorie , sia il TNF-a che la IL-1B, diminuiscono la sintesi del collagene e
I’espressione del mRNA del procollagene in cellule cardiache in cultura, sia neonatali che
adulte (Siwik DA., et al 2000).

I letteratura diversi sono gli esperimenti che riconoscono a IL-1 un ruolo nell’attivazione del
programma di morte cellulare della cellula cardiaca. IL-1 induce apoptosi in cellule in coltura
attraverso I'attivazione della NO sintasi (Ing DJ., et 1999), e all’aumento dello stress ossidativo
sulla cellula conducendola a morte.

E stato, inoltre, dimostrato che nel sito del danno cardiaco risulta essere espresso oltre a IL-1
anche il suo antagonista IL-1ra in modo da attenuare potenzialmente gli effetti di IL-1 dopo
infarto miocardico acuto (Bonetti A., et al 2008). Questi dati suggeriscono che un meccanismo
anti-inflammatorio endogeno pud essere coattivato per bilanciare il grado di risposta
inflammatoria tissutale. Sulla base di questi dati, studi recenti dimostrano che la
somministrazione di IL-1ra ricombinante o la sovraespressione di IL-1ra € in grado di ridurre

I'apoptosi dei cardiomiociti danneggiati in modelli animali (Abbate A., et al 2008).

76



Introduzione

Interleuchina (IL)-6

IL-6 appartiene alla famiglia delle citochine pro inflammatorie. Questa citochina, che ha un
peso molecolare di 16 kDa, viene sintetizzata da diversi tipi cellulari ma principalmente ¢
espressa in cellule monocitiche macrofagiche. IL-6 compare dopo le altre due citochine pro
inflammatorie e sembra svolgere il ruolo di mediatore a livello sistemico di molte attivita di IL-
1 e TNF-a.

Il recettore per IL-6 € costituito da due catene: il gp130 e IL-6Ra. Mentre il gp130 & espresso
da tutte le cellule dell’organismo e pu0 interagire con altri recettori che riconoscono altre
citochine (quindi lo si pud considerare come la parte aspecifica del recettore), IL-6Ra € la
catena del recettore che si occupa del riconoscimento del ligando. IL-6Ra € presente associato
alla membrana, nelle cellule del sistema immunitario, ma si puo trovare anche in una forma
solubile. Una volta formato il complesso IL-6/IL-6Ra questo si associa a gp130 e a questo punto
potra partire il segnale intracellulare.

IL-6 agisce principalmente attraverso la via delle JAK/STAT determinando I’attivazione della

trascrizione di geni target di versi a seconda del tipo di tessuto (Fig. 17).
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Figura 17: Pathway di trasduzione del segnale attivato dalla famiglia di IL-6 a livello cardiaco inseguito ad infarto.
Modificato da Jugdutt Bl. 2010

IL-6 agisce come fattore di crescita ematopoietico, favorendo la differenziazione
megacariocitaria e la proliferazione dei linfociti T e B. IL-6 agisce anche sull’endotelio vascolare
amplificando I'espressione di molecole adesive e chemochine; si comporta da mediatore degli
effetti a livello sistemico delle altre due citochine pro infiammatorie ed induce a livello epatico

la produzione delle proteine di fase acuta.
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Ruolo dell’'lL-6 nello SC

IL-6 svolge un ruolo importante nella regolazione della sopravvivenza cellulare, della crescita e
del differenziazione in vari tipi cellulari (Kamimura D., et al 2003).

A livello cardiaco, diversi studi hanno rilevato come, sia negli uomini che in modelli animali, sia
possibile registrare elevati livelli di IL-6 in prossimita dell’area infartuata; tale citochina in
questa circostanza viene prodotta sia dai cardiomiociti, che dai fibroblasti e dalle cellule
infiammatorie (Wood S. 2002; Hughes S. 2002) e ha un ruolo cardioprotettivo.

IL-6 cosi espressa sembrerebbe essere coinvolta nella riduzione della contrattilita del
miocardio, attraverso I'induzione dell’espressione di NO sintasi. La cardiotrofina 1, citochina
appartenente alla superfamiglia delle IL-6, risulta capace di attivare nel cuore, attraverso via
JAK/STAT (Fig. 17), processi antiapoptotici e ipertrofici (Jugdutt Bl. 2010). Si & ipotizzato che
queste tre risposte indotte da IL-6 (riduzione della contrattilita, ipetrofia reazione anti
apoptotica) potrebbero favorire la sopravvivenza del miocardio circostante I'area danneggiata
(Wood S. 2002).

In topi con deficit di IL-6 € stato osservato un aumentato accumulo di collagene interstiziale e
una grave dilatazione cardiaca, associati ad un marcato aumento della popolazione dei
fibroblasti e ad una concomitante diminuzione di altre popolazioni cellulari (Banerjee I., et al
2009), favorendo in tal modo la progressione della disfunzione del ventricolo danneggiato.

Allo stesso tempo, come per TNF-a, aumentati livelli circolanti di IL-6 correlano con la
progressione dello SC e il imodellamento del ventricolo.

Sarebbe proprio un aumento della formazione del complesso tra IL-6 ed il suo recettore
specifico il segnale iniziale per la risposta ipertrofica che si osserva nel miocardio in corso di
rimodellamento (Vittorini S., et al 2011).

Tutto cio a dimostrazione del fatto che anche per il processo infiammatorio, come per altri
processi biologici, una carente e/o eccessiva risposta al fattore stimolante la sua attivazione
pud portare in egual misura ad un alterato intervento protettivo, creando anzi un

aggravamento dei danni al tessuto.

1.6.1.2 Chemochine: Interleuchina(lL)-8

Le chemochine sono un gruppo di proteine di basso peso molecolare, appartenenti alla
famiglia delle citochine, che svolgono un ruolo cruciale per il reclutamento leucocitario. Le
chemochine sono caratterizzate dalla presenza di due ponti disolfuro coordinati tra la prima e
la terza e la seconda e la quarta di quattro cisteine altamente conservate che determinano una

struttura tridimensionale conservata, cruciale per I'interazione con i recettori. In base alla
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posizione relativa delle prime due cisteine si possono identificare quattro famiglie di
chemochine: CXC, CC, linfotactina e CX3C. L'IL-8 appartiene alla famiglia delle chemochine CXC
e rappresenta un segnale chemiotattico importante per i neutrofili (Pontieri 2010). In alcuni
lavori é stato dimostrato che in seguito a danno da ischemia riperfusione IL-8 é rilasciata dai
macrofagi e cellule endoteliali e i suoi livelli sono marcatamente aumentati entro un’ora dal
danno (Kukielka GL., et al 1995). E stato anche dimostrato, in vitro su cardiomiociti di orgine
canina, che IL-8 aumenta I'adesivita dei neutrofili verso i cardiomiociti favorendone I'azione
citotossica (Kukielka GL., et al 1995). Le chemochine esplicano la loro funzione attraverso dei
recettori a sette eliche transmembrana associati a proteine G eterotrimeriche la cui attivazione
causa I'aumento della concentrazione di calcio intracellulare e I'attivazione del metabolismo

dei fosfolipidi di membrana ad opera delle fosfolipasi C, D ed A2.

1.6.1.3 Nuovi indici di flogosi

La necessita di individuare nuovi biomarcatori e nuovi target per il trattamento delle malattie
cardiovascolari ha permesso di ampliare I’elenco delle molecole prodotte e secrete dal cuore,
definite come cardiochine (Shimano M., et al 2012). Il numero totale di cardiochine non é
ancora noto, ma si stima che per 'uomo questo valore sia compreso tra 30-60 cardiochine
(FrostRJ., et al 2007; Belmont PJ., et al 2008; Stastna M., et al 2010).

Le cardiochine individuate rivestono funzioni diverse, oltre ad essere impegnate nel guarantire
le funzione fisiologiche del cuore e del sistema cardiovascolare, inviano segnali di “sofferenza”
dell’organo o indicano aggravamento di una patologia (es. citochine), possono inoltre essere
coinvolte nei processi di rimodellameto ventricolare cosi come nel “recupero”di funzione
dell’organo danneggiato (ad esempio le proteine della matrice extracellulare e fattori di
attivazione per le cellule staminali) (Doroudgar S., et al 2011).

A questa categoria appartengono proteine con funzione diversa: ANP e BNP che sono up
regolati in risposta allo stiramento del miocardio (Koller KJ., et al 1992; Nishikimi T., et al
2006); Come visto sia ANP e BNP favoriscono il rimodellamento cardiaco influenzando
direttamente le cellule cardiache in modo autocrino e/o paracrino. Inoltre, ANP e BNP
influenzano escrezione di elettroliti e acqua dal rene regolando il tono vascolare e influenzano
anche la crescita delle cellule vascolari mediante il rilascio di fattori endocrini (Nishikimi T., et
al 2006). In condizioni di stress, il cuore produce anche angiotensina Il, che contribuisce
all’ipertrofia e fibrosi cardiaca. |l gruppo delle cardiochine include, inoltre, le classiche
citochine come TNF-a e TGF-B, sintetizzate e secrete in seguito a danno al miocardio, possono

promuovere il reclutamento delle cellule infiammatorie e facilitare la crescita ipertrofica e la
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fibrosi (Kleinbongard P., et al 2011; Schultz JJ., et al 2002). A questo gruppo di molecole sono

state aggiunte recentemente: GDF-15, IL-33 e il suo recettore ST2.

GDF-15

Il Growth Differentation Factor-15 (GDF-15) fa parte della superfamiglia di proteine conosciute

come Trasforming growth factor-8 (TGF-B) che comprende piu di 40 membri coinvolti nella
regolazione dello sviluppo, del differenziamento e nella riparazione di vari organi (Shi Y., et al
2003). Il GDF-15, noto anche come macrophage inhibitory cytokine 1, viene secreto da diversi
tipi cellulari come una proteina di 12 kDa.

L’espressione di GDF-15 ¢ stata documentata nella prostata, nella placenta e la sua produzione
aumenta rapidamente nei macrofagi in seguito a stimolazione con le stesse citochine
proinfiammatorie (IL-1,TNF-a e IL-6), agendo in questo modo come modulatore negativo
dell’evento flogistisco (Bootcov MR., et al 1997). Inoltre, p53 (oncosoppressore) induce
I'espressione di GDF15, che agisce come una molecola inibitoria della crescita in cellule
tumorali (Tan M., et al 2000).

Kempf e colaboratori hanno scoperto che I'espressione di GDF15 a livello cardiaco € indotta
rapidamente in seguito a danno da ischemia/riperfusione attraverso segnalazione ossido
nitrico dipendente (Kempf T., et al 2006). Alcuni studi condotti su modelli animali hanno
dimostrato come [l'inibizione dell’espressione del GDF-15 favorisca I’evento ipertrofico in
risposta ad un sovraccarico pressorio, con conseguente riduzione della capacita di pompa del
cuore (Xu J., et al 2006); mentre, in caso di infarto la mancata espressione di GDF-15 puo
determinare un aumento dell’evento apoptotico (Kempf T., et al 2006). Si & inotre dimostrato
come alcuni modelli murini, in cui veniva sovraespresso il gene che codifica per GDF-15,
risultassero “resistenti” a svilluppare ipertrofia cardiaca in seguito a sovraccarico pressorio (Xu
J., et al 2006), sottolienando in questo modo I'effetto cardioprotettivo di GDF-15 (Ago T., et al
2006).

| recettori di GDF-15 fanno parte alla famiglia dei recettori per i TGF-B.

Questi sono recettori transmembrana con attivita serin/treonina chinasica chiamati recettori
di tipo | e Il. Questi recettori sono delle glicoproteine che dimerizzano dopo il legame al
ligando. A stabilire quale via del segnale intracellulare sara attivata € il recettori di tipo | (ALK1
a ALK7) (Ago T., et al 2006). Meccanismi di segnalazione intracellulare indotti dalla
superfamiglia TGF-B sono suddivisi in percorsi Smad-dipendenti e indipendenti (Derynck R., et

al 2003). Nel primo caso, il complesso Smad2/3 e/o Smad1 / 5/8, sono fosforilati da recettori di
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tipo | e, dopo aver costituito un complesso eterotrimerico con il comune mediatore Smad, cioe
Smad4, sono traslocati nel nucleo dove andranno a modulare la trascrizione.

Le molecole attivate invece dal percorso Smad-indipendente includono MAPK, TAK-1, e
PI3K/Akt, ma tuttora non e stato chiarito in che modo tali mediatori siano attivati dal recettore
(Derynck R., et al 2003) (Fig.18).

’.‘L': TGF-beta

Figura 18: Via del segnale attivata da GDF-15

GDF-15 protegge i cardiomiociti dall’apoptosi attraverso l'attivazione della via PI3K-Akt,
mentre conduce alla attenuazione della risposta ipertrofica cardiaca attraverso I'attivazione di
SMAD2/3/4 (Xu J., et al 2006).

Pur avendo un ruolo cardioprotettivo, come si € visto per altre citochine, il GDF-15 quando &
presente a elevati livelli puo avere un effetto avverso sul cuore. Come detto appartiene alla
famiglia dei TGF-B e come tale si e visto influenzare moderatamente I'effetto fibrotico.
(WollertKC., et al 2012).

I livelli circolanti di GDF-15 sono elevati nei pazienti con sindromi coronariche acute e sono
associate ad un aumentato rischio di mortalita post-infarto (Wolleret KC., et al 2007;Eggers
KM., et al 2010). Anche nei pazienti con SC, alti livelli di GDF-15, sono associati con la
progressione della malattia ed un aumentato rischio di morte (Anand IS., et al 2010). Pertanto,
GDF-15 agisce come biomarcatore prognostico di cardiopatie e la sua misurazione fornisce utili
informazioni per monitorare la gravita della malattia e per predire il rischio cardiovascolare
(Shimano M., et al 2012).

Le informazione prognostiche, date da GDF-15, sembrano essere indipendenti da quelle
fornite da altri classici biomarcatori tra cui BNP, proteina C reattiva e troponina indicando
quindi che questo nuovo marcatore puo aiutare a chiarire alcuni degli aspetti dello SC (Anand

IS., et al 2010; Bonaca MP., et al 2011; Wang TJ.,et al 2012). L’associazione di GDF-15 con un
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aggravamento della condizione clinica del paziente scompensato ha incentivato la ricerca di
terapie che ne riducano i livelli e I'incidenza dei rischi associati a questo biomarcatore (Wollert
KC., etal 2012).

Anche se é stata comprovata, da diversi studi in vitro, la capacita di produzione e secrezione di
GDF-15 da parte dei cardiomiociti, sottoposti a danno da ischemina riperfuzione o sovraccarico
pressorio, recentemente ¢ stato stabilito da Lok e collaboratori che la secrezione dei questa
citochina, da parte dei cardiomiociti in vivo, € irrilevante rispetto alla concentrazione che si
ritrova in circolo (Lok Sl., et al 2012). Questi dati suggeriscono che la sede della sintesi della
proteina stress inducibile GDF-15 e da ricercarsi, in caso di SC, in organi diversi dal cuore, i
quali vanno in sofferenza nel momento in cui si ha la disfunzione della pompa cardiaca. La

citochina, una volta in circolo, potra agire sui differenti target tra cui il cuore.

Adiponectina
L’adiponectina (ADN) e una proteina di 247 amminoacidi appartenente alla famiglia delle

adipochine, & prodotta principalmente dagli adipociti maturi € stata isolata per la prima volta
nel 1995 (Scherer PE., et al 1995).

Prodotta nel tessuto adiponso, I'’ADN viene secreta nella circolazione periferica dove
rappresenta lo 0,01-0,05% delle proteine plasmatiche totali, con livelli variabili tra i 3 e i 30
pg/mL (Scherer PE., et al 1995; Maeda K. et al 1996; HU E., et al 1996).

L’ADN é costituita da quattro domini: all’estremita N-terminale presenta la sequenza segnale,
a cui segue una regione variabile specie-specifica, un dominio collagene (sito coinvolto nelle
interazione con altri monomeri di ADN per la formazione dei complessi); all’estremita C-
terminale & presente un dominio globulare di trimerizzazione altamente conservato, che ha un

certo grado di omologia con la regione C-terminale del TNF-a (Wang Y., et al 2008)(Fig. 19).
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Figura 19: | domini dell’ADN (a); i multimeri dell’ADN (b). Modificato da Giannessi D., et al 2007.
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L’ADN puo formare dei multimeri, negli adipociti si trova oltre che come monomero anche
come trimero a basso peso molecolare, (LMW), esamero a peso molecolare intermedio
(MMW) e il complesso formato da otto o pit monomeri (HMW) ad alto peso molecolare.

Nel plasma sono presenti solo le forme multimeriche e la forma monomerica dell’ADN non ¢
presente. Prima di essere rilasciata nel torrente circolatorio, I’ADN subisce una serie di
modifiche post tradizionali che ne influenzano I’emivita in circolo (Simpson F., et al 2010).

Il gene per I’ADN (AdipoQ) € localizzato sul braccio corto del cromosoma 3. Ad oggi hon sono
stati chiariti tutti i meccanismi che ne regolano I'espressione ma appare evidente, da studi
condotti in vitro su adipociti, che stimoli quali catecolammine o citochine pro-inflammatorie
(TNF-a; IL-6) possono ridurre I'espressione dell’adipochina. (Kamigaki M., et al., 2006).
Diversamente a quanto in precedenza si pensava, la trascrizione e traduzione del gene per
I’ADN non e prerogativa solo del tessuto adiposo (Maeda K., et al 1996). Una serie di studi ha
dimostra stato che il gene per I’ADN ¢ up-regolato nei tessuti danneggiati, mRNA dell’ADN é
stato ritrovato espresso nel fegato di topo dopo trattamento con tretacloruro (Yoda-Murakami
M., et al 2001), ma anche nel tessuto muscolare scheletrico inseguito a stress ossidativo
(Delaigle AM., et al 2006). E stato dimostrato inoltre che il trascritto dell’AND si ritrova anche a
livello dei cardiomiociti di topo (Pineiro R., et al 2005) in seguito a danno da ischemia
risperfusione (Shibata R., et al 2007). Ma in ogni caso il contributo endogeno di ADN, come
elemento cardioprotettivo, risulta inferiore rispetto alla ADN che viene prodotta e secreta dal

tessuto adiposo (Shibata R., et al 2007).

ADN e lo Scompenso Cardiaco

Numerose sono le evidenze sperimentali che dimostrano come I’ADN svolga un ruolo
protettivo contro lo sviluppo di stati clinici particolari come: ipertensione, ictus, resistenza
allinsulina, malattie cardiovascolari (Shibata R., et al 2009).

Nel Framingham Offspring Study, elevati livelli plasmatici di ADN risultano altamente
protettivo nei confronti di possibili eventi cardiaci (Ai M., et al 2011).

Studi clinici hanno esaminato il ruolo dell’ADN nella patologia ipertrofica cardiaca utilizzando
modelli murini vari. Topi ADN-Knockout (ADN-KO) sviluppano una grave ipertrofia concentrica
cardiaca e mostrano un aumento della mortalita dopo un sovraccarico pressorio causato dalla
costrizione aortica rispetto ai topi WT (Shibata R., et al 2004; Liao Y., et al 2005). Ridotti livelli
di ADN accelerano anche la transizione da ipertrofia cardiaca verso SC, in caso di sovraccarico

di pressione (Shimano M., et al 2010).
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La compromissione della funzione del ventricolo sinistro nei topi APN-KO & accompagnata da
un aumento di ipertrofia dei miociti, apoptosi e fibrosi interstiziale, e da una ridotta densita
capillare nella zona infartuata (Shibata R., et al 2012).

In realta si & per lungo tempo dibattutto se veramete I’ADN abbia una ruolo protettivo contro
le malattie del sistema cardiovascolare, questo perché molte sono le evidenze sperimentali
che hanno confermato come elevati livelli di ADN siano presenti in soggetti con SC (Kistorp C.,
et al 2005; George J., et al 2006).

Dati clinici confermano che al momento dell’ospedalizzazione di pazienti con SC, i livelli di ADN
siano stati trovati aumentati e che in seguito a trattamento degli stessi con B-bloccanti si ha
una diminuzione dei livelli dell’adipochina (Ohara T., et al 2011)

La sovraregolazione di adiponectina pud essere una risposta compensatoria alla condizione di
stress dovuta allo SC, condizione simile a quanto descritto per la secrezione di BNP (Shibata R.,
et al 2012). Livelli di BNP sono correlati con i livelli di adiponectina nello scompenso cardiaco
umano, e BNP stimola direttamente gli adipociti umani nel rilasciare I'adiponectina tramite un
percorso cGMP-dipendente (Tsukamoto O., et al 2009).

L’'unica spiegazione che ad oggi viene data a questo fenomeno che prende il nome di
“paradosso dell’adiponectina” sembrerebbe essere quella per cui, nel soggetto scompensato,
si crei resistenza verso I’ADN, per cui, mancando i recettori che recepiscono il segnale, non

sara possibile avere la risposta protettiva voluta.

| recettori dell’ADN

| recettori per I’ADN descritti sono: AdipoR1, AdipoR2, T-caderina, e calreticulina (Takemura Y.,
etal 2007; Denzel MS., et al 2010).

Diversi studi indicano che AdipoR1 e AdipoR2, attivati dal legame con ADN , attivano protein
chiasi attivata da AMP (AMPK) e PPARa.Queste molecole, a loro volta, attivano una cascata di
trasduzione del segnale che porta rispettivamente al miglioramento dell’assorbimento del
glucosio e dell’ossidazione degli acidi grassi (Yamauchi T., et al 2003).

L’ADN sopprime l'ipertrofia dei cardiomiociti, dovuta a iperstimolazione con catecolamine e
ET-1, legandosi al suo recettore AdipoR1. In studi in vitro, condotti su cardiomiociti, I’ADN
legandosi ad AdipoR1 induce la fosforilazione e attivazione del’AMPK la quale potra cosi
intervenire bloccando le vie di trasduzione del segnale attivate da noradrenalina e ET-1
(Shimano M., et al 2010; Fijioka Y., et al 2006). L’ablazione del gene che codifica per AdipoR1
abolisce la fosforilazione e attivazione di AMPK, ma non si ottiene lo stesso risultato in caso di

delezione del gene per AdipoR2 (Shimano M., et al 2010).
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E’ stato inoltre osservato che ADN inibisce i segnali pro-inflammatori proprio grazie
all’interazione con AdipoR1 e AdipoR2, ma in modo diverso. Il suo legame con AdipoR1
espresso sulla membrana dei macrofagi induce una riduzione del rilascio del TNF-a. Mentre il
suo legame con AdipoR2 induce un aumento di espressione di IL-1ra, antagonista della
citochina pro infiammatoria IL-1 (Shibata R., et al 2012).

Anche l'attivita di T-caderina sembra essere importante nel mediare I'azione cardioprotettiva
di ADN sul cuore. L’ablazione del gene che codifica per T-caderina riduce ['attivazione
del’AMPK-ADN dipendente, porta ad un significativo incremento dell’ipertrofia cardiaca in
condizioni di ipertensione e ad un piu grave danno acuto da ischemia-riperfusione. Un altro
ruolo attribuito a T-caderina € la rimozione dal circolo di ADN, per cui una sua ridotta
espressione puo giustificare gli aumentati livelli nel plasma dell’adipochina e la riduzione del
suo ruolo cardioprotettivo. (Denzel MS., et al 2010).

Anche l'attivita del calreticulina gioca un ruolo importante nella protezione dei cardiomiociti.
L’ablazione del gene che codifica per tale recettore riduce I'azione protettiva dell’ADN
nell’attivazione di Akt. Di conseguenza si registrera, in vitro, una diminuzione della
sopravvivenza dei cardiomiociti in coltura (Maruyama S., et al 2011). Questi risultati
dimostrano che I’ADN protegge contro I'apoptosi attraverso un segnale calreticulina

dipendente.

Interleuchina (1L)-33 e ST2

IL-33, una citochina membro della superfamiglia di IL-1, € il ligando del recettore ST2 (Schmitz
D., et al 2005). L’espressione di IL-33 & stata descritta in numerosi tipi cellulari come: cellule
muscolari lisce, cellule endoteliali, fibroblasti, cellule epiteliali bronchiali, adipociti e in alcune
cellule del sistema immunitario tra cui macrofagi e cellule dendritiche (Schmitz D., et al
2005;Wood IS 2009). Inizialmente era stato proposto che, come IL-1, IL-33 venisse sintetizzata
come un precursore di 30 kDa (pro-IL-33) e quindi clivata dalla caspasi-1 nella forma attiva di
18 kDa (Schmitz D., et al 2005). E stata avanzata I'ipotesi che, in realtd, la pro-citochina con
peso molecolare di 30 kDa sia la forma attiva di IL-33, e che le altre forme clivate (20- 22 kDa)
siano isoforme meno attive da un punto di vista biologico, che potrebbero essere il risultato
dell’attivazione di caspasi-3 e -7 (Cayrol C., et al 2009; Talabot-Ayer D., et al 2009;Luthi AU., et
al 2009). ST2 & un recettore appartenente alla famiglia dei recettori Toll/IL-1. Ritenuto un
tempo recettore ofarno si € poi dimostrato in grado di trasdurre e mediare gli effetti biologici
di IL-33. ST2 esiste in due diverse isoforme (ottenute da splicing alternativo): I'isoforma

transmembranaria del recettore ST2L e I'isoforma solubile sST2 (Yanagisawa K., et al 1993).



Introduzione

ST2L é caratterizzato da un domino extracellulare, attraverso cui lega il ligando, un dominio
transmembrana e uno intracellulare definito SIR che risulta omologo al dominio TIR dei
recettori Toll e IL-1R . Questo recettore nel momento in cui contatta IL-33 pud contattare la
catena accessoria IL-1RAcP e far partire cosi il segnale. sST2 rappresenta la forma solubile del
recettore; mancando della componente transmembrana e intracellulare, similmente a IL-1R I,
si comporta da decoy receptor legando IL-33 ed impedendone cosi I’azione biologica (Fagundes

CT., etal 2007; Yin H., et al 2006; Hayakawa H., et al 2007).
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Figura 20: Via di trasduzione del segnale di IL-33/ST2 e sST2 forma solubile del recettore.

Anche a livello cardiaco é stata registrata la produzione di IL-33 e del suo recettore. IL-33 &
prodotta principalmente dai fibroblasti cardiaci in seguito a stress meccanico (Sanada S., et al
2007). Studi effettuati in vitro, su cardiomiociti e fibroblasti neonatali di ratto, hanno rivelato
che inseguito ad un stress meccanico I'espressione di IL-33 e sST2 e 5 volte maggiore nei
fibroblasti rispetto alla componente contrattile del cuore (Sanada S., et al 2007). E stato inoltre
dimostrato che I’'espressione della citochina pud essere indotta, in entrambi i tipi cellulari, da
altri stimoli come I'angiotensina Il, a concentrazioni non inferiori a 0.1 mM, mentre né il TNF-a
ne IL-1B sembrano ingrado di facilitarne I'espressione (Sanada S., et al 2007). Anche
I’espressione di ST2, sia nella sua forma solubile che quella transmembrana, € regolata da fonti
di stress biomeccanico (Weinberg EO., et al 2002).

E stato dimostrato che Iattivita del complesso IL-33/ST2L risulta coinvolto nella risposta
cardioprotettiva al sovraccarico pressorio, attenuando I'ipertrofia e la fibrosi cardiaca (Sanada
S., et al 2007). Il recettore sST2, invece, inverte [|'effetto anti-ipertrofico dell’IL-33

sequestrando la citochina e impedendone il legame con ST2L. Alcuni dati suggeriscono come
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un aumento dei livelli di sST2 siano indicatori di prognosi negativa per i soggetti con
scompenso (Weinberg EO., et al 2003; Shimpo M., et al 2004).

[l ruolo cardioprotettivo di IL-33/ST2L risulta nell’attenuazione dell’attivita di NF-kB. Il
recettore ST2 fa parte della famiglia dei recettori Toll/IL-1R; grazie al suo dominio SIR riesce a
contattare MyD88 e ad attivare in questo modo una cascata di segnali intracellulari che
convergeranno anche nall’attivazione di NF-kB. Questo fattore di trascrizione gioca un ruolo
fondamentale nell’ipertrofia dei cardiomiociti, sia in vitro che in vivo (Freund C., et al 2005; Ha
T., et al 2005). Sanada e collaboratori hanno studiato come I'azione di IL-33/ST2 sull’attivita di
NF-kB possa manifestarsi, in caso di stress, in un segnale cardioprotettivo. Questi studi hanno
evidenziato come, IL-33 agisca sui cardiomiociti in condizioni fisiologiche favorendo, una volta
legata al recettore, I'attivita trascrizionale di NF-kB; nel momento in cui si induce un stress
meccanico sul cuore e aumentano i livelli di angiotensina Il e di altri fattori che stimolano
marcatamente I'attivita di NF-kB, I'attivita del complesso IL-33/ST2 si modifica e diminuisce
I'attivazione del fattore trascrizionale, riducendo in questo modo lo stimolo proipertrofico
(Sanada S., et al 2007). | meccanismi mediante i quali IL-33 pud smorzare |'attivazione di NF-kB
non sono del tutto chiariti. Gli esperimenti di Sanada suggeriscono che IL-33 potrebbe
sopprimere la generazione di ROS indotta da angiotensina Il e in questo modo impedire
I'attivazione di NF-kB ROS dipendente (Hirotani S., et al 2002).

Queste osservazioni indicano che I'asse IL-33/ST2 rappresenta una stimolazione paracrina
cardioprotettiva tra fibroblasti e cardiomiociti (Shimano M., et al 2012) e fanno ipotizzare ad
un potenziale ruolo terapeutico per IL-33 nel limitare i danni da sovraccarico pressorio. Studi
clinici hanno, inoltre, dimostrato che ST2 sia espresso ad elevati livelli in pazienti scompensati
e si comporta come biomarcatore prognostico negativo indipendente da altri classici

biomarcatori.

1.7 Dispositivo di assistenza ventricolare sinistra

Nonostante esistano diverse terapie per ridurre la morbilita e la mortalita dovute a SC,
Iincidenza di questa malattia non € cambiata, anzi rimane il tipo di patologia piu frequente per
i pazienti con eta superiore 65 anni (McAlister FA., et al 2001; Levy D., et al 2002; Foody JM., et
al 2002). Nella fase terminale di SC il trapianto d’organo continua a rappresentare il
trattamento di elezione a cui sottoporre il soggetto scompensato, in quanto garantisce una
maggiore sopravvivenza e una migliore qualita della vita. Dato il limitato numero di donatori
d’organo é stato necessario trovare soluzioni efficaci per favorire la sopravvivenza del soggetto

scompensato in attesa di trapianto d’organo.
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Diversi dispositivi di sostegno meccanico, a lungo termine, sono stati sviluppati; questi vanno

dai cuori artificiali ai dispositivi di assistenza artificiale (VAD) (Wilson SR., et al 2009).

Lo scopo principale dei VAD é supportare il circolo sistemico e/o polmonare, prelevando

sangue dal ventricolo inefficiente (destro, sinistro o entrambi) sospingendolo, attraverso

l'ausilio di una pompa, all'interno dei vasi principali al fine contribuire a mantenere la
gittata cardiaca e la perfusione degli organi vitali. Questi dispositivi meccanici posso essere
impiegati nei soggetti scompensati come trattamento che pud avere obiettivi terapeutici
diversi. Originariamente i VAD sono stati pensati come ponte provvisorio al recupero (bridge to
recovery) e poi come ponte al trapianto, ma in un numero crescente di pazienti con SC, come
terapia permanente o terapia di destinazione, in particolare con dispositivi di piu recente

progettazione (Rose EA., et al 2001).

In particolare:

- L'uso dei VAD come ponte per il recupero € riservato ai pazienti che hanno bisogno solo di
sostegno temporaneo, per giorni o settimane, durante i quali la reversibilita del ventricolo
puo verificarsi, con I'allontanamento dell’insulto, in tal caso si potra poi rimuovere il
dispositivo (Wilson SR., et al 2009).

- L’impianto di VAD come ponte al trapianto & previsto in pazienti in attesa di trapianto.
Questo ¢ il caso in cui piu di frequente viene usato il VAD come terapia.

- L’impiego del VAD come terapia di destinazione e riservata ai pazienti con SC terminale
che non rispondono piu alle terapie convenzionali e non possono essere candidati al
trapianto (a causa dell’eta avanzata, dell’obesita, di insufficienza renale e ipertensione

polmonare) (Wilson SR., et al 2009).

L’'unita funzionale del VAD é costituita da una “camera di pompaggio” impiantata attraverso
sternotomia mediana, operazione chirurgica tipica di un bypass cardiopolmonare, in sede sotto
diaframmatica in una posizione pre-peritoneale o intra-addominale o puo essere dislocata in
una sede fuori dal corpo. Negli ultimi tempi si sta cercando di costruire dei dispositivi piu
piccoli che possano essere impiantati a livello toracico. Il VAD é collegato al cuore mediante
una cannula anastomizzata di afflusso che decomprime la cavita ventricolare e permette al
sangue di arrivare alla camera artificiale, questa é caratterizzata da un sistema di valvole che
garantiscono l'unidirezionalita del flusso ematico. Da questo ventricolo accessorio si diparte
una cannula anastomizzata di efflusso che immette il sangue nell’aorta ascendente o
nell’arteria polmonare. In questo modo il ventricolo destro o sinistro viene esonerato dal

proprio lavoro ed é ottimamente sostituito da queste camere artificiali. In condizioni ottimali, il
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ventricolo nativo si comportera come un condotto passivo attraverso il quale la pompa
meccanica si riempie durante l'intero ciclo cardiaco, e il ventricolo decompresso dovrebbe
contribuire ben poco alla portata cardiaca sistemica.

Se, invece si genera una gittata sistolica ventricolare e all'ecocardiografia si rileva che le cuspidi
valvolari aortiche/polmonari si aprono, si potra essere nella condizione in cui o la
decompressione del ventricolo nativo & inadeguata per cui si dovrebbe sospettare una
disfunzione del dispositivo di assistenza, o vi € un recupero della funzione ventricolare nativa
(Wilson SR., et al 2009). Dal dispositivo si dipartono dei fili di controllo e dei cavi di
alimentazione che tramite via percutanea collegano il dispositivo interno a una console
esterna portatile (componente elettronica o pneumatica) ed a un alimentatore che puo essere

trasportato in una borsa (Fig.21) (Wilson SR. 2009).
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Figura 21: Dispositivo di assistenza ventricolare. Simulazione di un dispositivo a flusso continuo impiantato(a
sinistra), componenti esterne con cui interagisce il dispositivo per una corretta funzionalita, batteria e console. (a
destra). Modificato da Wilson SR., et al 20009.

1.7.1 Complicanze dei VAD

La maggior parte delle complicanze, che si hanno in seguito all’impianto del dispositivo, sono
legate sia alla terapia cui i pazienti in VAD sono sottoposti sia alle limitazioni delle soluzioni
tecnologiche attualmente adottate in questi dispositivi. Dopo I'impianto del VAD la frequenza
delle emorragie postoperatori € piuttosto elevata, tale da richiedere una revisione chirurgica
nel 20 ed il 50% dei casi. Inoltre, questi soggetti sono a rischio di infezioni batteriche che
possono scaturire da contaminazioni localizzate, in seguito all’impianto del dispositivo ed
evolvere in una successiva disseminazione sistemica (Slaughter MS., et al 2007). Si potranno
osservare anche eventi trombo-emolitici, dovuti principalmente ad eventi coagulativi anomali
tra il sangue e le superfici del VAD.

In molti casi I'impianto di un LVAD (dispositivo di assistenza ventricolare sinistra) puo portare

via via ad una insufficienza ventricolare destra; in questo caso si puo intervenire con un RVAD
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(dispositivo di assistenza ventricolare destra) o si potra impiegare il BVAD (dispositivo di
assistenza biventricolare). Dati clinici dimostrano inoltre che in seguito all'impianto di un
dispositivo VAD circa il 30% dei pazienti va incontro a decesso a causa di uno scompenso multi
organo, questo rappresenta nella maggior parte dei casi I'evento finale di un percorso

complicato da sepsi e sanguinamenti.

1.7.1.1 Tipididispositivo

La storia delle assistenze meccaniche alla circolazione parte da molto lontano, il primo ad
ipotizzare il loro utilizzo fu Cesar Legallois, medico francese, che nel 1812 scriveva: *“se si
potesse sostituire il cuore con una sorta di iniezione e nello stesso tempo si fosse potuta fornire
alliniezione in modo continuo una provvista di sangue arterioso sia naturale sia artificiale, si
sarebbe arrivati a mantenere la vita indefinitamente”.

Si dovra aspettare il 1966 per avere il primo prototipo di dispositivo di assistenza ventricolare;
ideato da De Bakey e impiantato, ad una paziente, dopo un intervento cardochirurgico in cui il
cuore non si contraeva piu sufficientemente. Dopo un periodo di degenza in ospedale il
dispositivo venne tolto e alla fine la donna fu dimessa. Solo nel 1984 pero si arrivo alla
creazione di dispositivi “portatili”, cioe dispositivi che garantissero, dopo il loro impinto, la
deambulazione del paziente.

Da allora a oggi molti sono stati i progressi fatti in campo Biomedico e Bioingegneristico che
hanno portato alla creazione dei dispositivi che si trovano attualmente in commercio.

Questi nuovi dispositivi sono suddivisi in quattro categorie, tale divisione ¢ stata fatta in base
alla forma del dispositivo, alla tipologia di impianto, alla durata del supporto e alle altre

peculiarita del dispositivo.

- VAD aflusso non pulsatile: resuscitative device.

Questi sono usati principalmente nei laboratori di cateterizzazione cardiaca, nelle unita di
terapia intensiva nei dipartimenti addetti alle emergenze per pazienti sofferenti a causa di uno
shock cardiogenico acuto che non rispondono alla terapia farmacologia o all’'uso delle pompe
intraortiche. Questi dispositivi, non pulsatili, sono composti da una membrana polmonare, da
uno scambiatore di calore e da una pompa centrifuga, tutte queste parti, poi, Sono connesse
ad una sorgente di gas attraverso un mixer che permette appropriati scambi dei flussi gassosi.
Il flusso di sangue attraversa la membrana polmonare mentre I'ossigeno e I'anidride carbonica
vengono diffusi dalla stessa. Lo scambiatore di calore serve per mantenere il sangue sempre ad

una temperatura costane. Il corpo centrale & la pompa centrifuga che, pur essendo la prima
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forma di VAD usato, &€ ancora sul mercato grazie alla sua semplicita, accessibilita e facile
applicabilita. Questa pompa, inserita tra I'apice e la base del cuore, crea un flusso non pulsatile
attraverso un rotore magnetico alimentato a corrente. La forza centrifuga é usata per generare
energia che spinge il sangue, entrato dalla sommita della pompa, ad uscire dalla base della
stessa nella direzione corretta del flusso. L'uscita della pompa € proporzionale alla velocita di
rotazione del rotore e riesce a provvedere alle necessita circolatorie dell’organismo.

Questo e un supporto che pud essere impiegato sia per la parte destra che per la parte sinistra
del cuore e, normalmente, si tende a non prolungare il tempo di utilizzo (circa dieci giorni per
gli adulti, un po’ di pit per i bambini) per limitare le complicanze.

| vantaggi dell'utilizzo di questo dispositivo sono sicuramente nella semplicita e
nell’adattabilita dell’utilizzo, nella protezione da emboli e nel minimo trauma che produce nel
sangue e nel corpo non necessitando di estese incisioni toraciche. Gli svantaggi sono legati al
tempo di utilizzo ovvero alla capacita di ridurre o limitare il flusso d’uscita del sangue prima
che la pressione raggiunga un limite tanto elevato da danneggiare le piastrine e i globuli rossi
(Grigioni M., et al 2004).

- VAD a flusso non pulsatile: supporto esterno

Questi dispositivi di assistenza sono costituiti da tutte le parti elencate per la categoria
precedente e hanno le stesse specifiche, la differenza si trova nella modalita d’uso. Infatti i
primi vengono utilizzati per un tempo limitato, per situazioni di emergenza contingente e si
deve sottoporre il paziente ad una continua terapia anticoagulante; questi, invece, sono
indicati come supporti esterni per pazienti in attesa di un trapianto cardiaco. Il tempo di
supporto varia chiaramente a seconda delle disponibilita di organi, cio implica che i dispositivi
devono essere in grado di mantenere delle condizioni di funzionamento fisiologico del cuore
per un tempo piu lungo evitando di compromettere sia la struttura dei globuli rossi, cercando
di ridurre I'emolisi, che il sistema immunitario del paziente, cercando di evitare possibili

infezioni.

- VAD aflusso pulsatile

Questi VAD sono caratterizzati dalla capacita di produrre un flusso pulsato tale da determinare
escursioni sisto-diastoliche della pressione sanguigna, molto simili a quelle fisiologiche. Dal
punto di vista del loro funzionamento, essi sono costituiti da una camera di riempimento
all’interno della quale il sangue si raccoglie proveniente dalla cannula di afflusso e da cui viene
eiettato con propulsione pneumatica o elettromeccanica nella cannula di efflusso.

Distinguiamo due tipi di pompe:
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0 pompa a pistone nella quale la camera di riempimento €& circondata dal sistema di
compressione solitamente costituito da piatti rigidi azionati da energia pneumatica o
elettromeccanica o idraulica.

0 pompa a sacco nella quale la camera di riempimento € un sacco delimitato da un
diaframma mobile che viene alternativamente compresso e rilasciato con la conseguente
espulsione o riempimento del sangue contenuto. La propulsione del diaframma é

ottenuta mediante I'applicazione su di esso di energia pneumatica, attraverso compressori

dedicati.

L’adeguato direzionamento del flusso in entrata o in uscita all'interno della camera di

riempimento e garantito da un sistema di valvole unidirezionali posiziona nel punto di ingresso

e che di uscita della camera stessa. Risulta inoltre evidente che, trattandosi di dispositivi che

debbono generare una gittata sistolica adeguata in relazione ad una frequenza di lavoro, la

camera di riempimento non potra avere dimensioni virtuali ma dovra occupare uno spazio
adeguato che limitera necessariamente la possibilita di miniaturizzare il VAD. Tra questi

dispositivi pulsatili il pit usato & HeartMate XVE (Fig. 22)
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Figura 22: Dispositivi di assistenza ventricolare pulsatile HeartMate XVE (a sinistra). Simulazione dell'impianto del
dispositivo HeartMate XVE (a destra).

- VAD aflusso continuo

Si definiscono dispositivi a flusso continuo tutte quelle assistenze al circolo capaci di generare
un flusso ematico continuo privo di una escursione sisto-diastolica. Tra questi ricordiamo le
pompe centrifughe (a rotazione meccanica, a levitazione magnetica), 'ECMO, le pompe

miniaturizzate e le pompe assiali.
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Si puo affermare che LVAD a flusso continuo forniscono un sicuro, affidabile ed efficace
supporto emodinamico nei pazienti in attesa di trapianto. L'impianto & associato ad un tasso
molto basso di malfunzionamento del dispositivo o di infezioni che richiedono la sostituzione
(Pagani FD., et al 2009).

Appartiene a questa categoria HeartMate Il, che risulta il pit usato nella pratica clinica.

Tale dispositivo viene alloggiato in sede addominale e collegato con le cavita cardiache e i
grossi vasi mediante cannule che attraversano il diaframma e il pericardio. Per ogni
ventricolo assistito meccanicamente sono quindi utilizzate due cannule di collegamento
con il paziente, una di drenaggio posta sull’apice del ventricolo sinistro, ed una di
reinfusione del sangue solitamente anastomotizzata sul tratto dell’aorta ascendente. Al
tempo stesso il VAD & mosso da un motore elettronico interno ed é collegato ad un

sistema di controllo solitamente agganciato alla cintura del paziente (Fig. 23).

Figura 23: Dispositivo di assistenza ventricolare a flusso continuo HeartMate Il (a destra). Simulazione dell'impianto
del dispositivo HeartMate Il (a sinistra).

L’HeartMate Il nasce, nel 2008, come dispositivo da usare come ponte al trapianto. | risultati
positivi ottenuti in diversi studi, in cui venivano monitorati pazienti sottoposti ad impiantato
del dispositivo a flusso continuo confrontati con i pazienti in cui era stato impiantato un
dispositivo a flusso pulsatile, hanno promosso I'HeartMate Il come supporto da usare come

terapia da destinazione (Bogaev RC., et al 2011).

1.7.1.2 Selezione dei pazienti candidabili al VAD

La selezione corretta dei candidati rappresenta la chiave del successo dell'impianto di qualsiasi
VAD (Slaughter MS., et al 2011; Lund LH., et al 2010). Il paziente che verra selezionato per
I'assistenza ventricolare deve rispondere a dei precisi criteri emodinamici, di resistenze

polmonari, di condizioni emocoagulative adeguate, di funzionalita renale regolare.
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Anche se le indicazioni date da questi parametri sono importanti per individuare i canditati
all'impianto del dispositivo, una condizione fondamentale per il buon esito o il fallimento di
tale pratica é strettamente legato alla precocita dell'indicazione chirurgica e dell'impianto del
VAD. Una scelta del timing troppo precoce o peggio ancora ritardata pud portare a quella
condizione paradossale in cui criteri di indicazione e fattori di rischio possono coincidere.
L’assistenza meccanica al circolo trova, attualmente, impiego quando il trattamento intensivo
convenzionale non & pit in grado di assicurare condizioni cliniche ed emodinamiche accettabili,
con il mantenimento di una perfusione d’organo sufficiente ad evitarne la disfunzione.
Tradizionalmente il profilo dinamico del paziente destinato al VAD é stato caratterizzato da :

- pressione arteriosa sistolica < 80mmHg

- pressione capillare polmonare > 20mmHg

- indice cardiaco < 2 I/min/m?
Dal 23 luglio 2006 é attivo un registro istituito nel 2005 dalla United States National Heart,
Lung and Blood Institute (NHLBI) dove si ha I'obbligo di inserire i dati dei pazienti sottoposti, in
Nord America, ad impianto di uno dei dispositivi di assistenza meccanica approvati dalla Food
and Drug Administration (FDA) per il trattamento dell’insufficienza cardiaca avanzata (Kirklin
JK., et al 2008). Questo registro prende il nome di INTERMACS (Interagency Registry for
Mechanically Assisted Circulatory Support), e grazie alla sua istituzione € stato possibile
raccogliere ed analizzare i dati di quasi 3000 pazienti impiantati con un dispositivo (Kirklin JK.,
etal 2011).
Sia per la classificazione NYHA che la classificazione ACC/AHA i pazienti potenzialmente
candidabili per I'impianto del VAD rientrano nel gruppo di maggiore gravita, non tenendo
conto che tra i pazienti con SC avanzato esistono sottogruppi molto diversi per caratteristiche
cliniche. Con I'istituzione del registro INTERMACS é stata creata un ulteriore classificazione per
gli stadi dello SC avanzato in base a livelli di stabilitd/instabilita clinica con possibilita di
confronto anche in termini prognostici (Tabella 5).
Nel lavoro della Stevenson e collaboratori (Stevenson LW., et al 2009), oltre ad una accurata
descrizione dei profili, viene introdotto il concetto di “evento clinico” in grado di modificare in
senso peggiorativo il livello di compromissione del paziente (Tabella 6).
Questa metodologia di classificazione si € dimostrata quindi essere molto duttile ed adattabile
all’evoluzione della patologia, in un paziente complesso come lo & quello affetto da SC in

stadio avanzato (Boyle Al., et al 2011).
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Livelli Descrizione dei profili INTERMACS Tempistica intervento
1° Pazienti con ipotensione severa nonostante rapido L
. R " Necessario intervento definitivo
Shock aumento del supporto inotropo, “critica” ipoperfusione
. , ) . ..+ - | entropoche ore
cariogeno d’organo, spesso associata a peggioramento dell’acidosi
critico e/o dei livelli di lattati
Pazienti con declino funzionale nonostante supporto
20 inotropo, pud manifestarsi con peggioramento della
. funzione renale, declino dello stato nutrizionale, . e
Declino . T .. | Necessario intervento definitivo
FOTressivo impossibilita di ripristinare un adeguato equilibrio entro pochi giorni
prog volemico. Descrive, inoltre, lo stato di declino di quei P g
pazienti intolleranti alla terapia con inotropi (ad esempio a
causa di aritmie)
Pazienti con stabilita della pressione arteriosa, della
3° funzione d’organo, dello stato nutrizionale e dei sintomi
Stabile con supporto inotropo continuo e.v. (o con dispositivo | Intervento  definitivo  elettivo
ma supporto circolatorio temporaneo o entrambi), ma con | nell'arco di settimane o pochi

dipendente da
inotropi

ripetuti fallimenti dei tentativi di svezzamento dal supporto
inotropo/meccanico, a causa del ripresentarsi di
ipotensione severa o disfunzione renale.

mesi

Il paziente puo essere stabilizzato in condizioni prossime
all’euvolemia, ma presenta quotidianamente sintomi da
congestione a riposo o durante le normali attivita

4° guotidiane. Generalmente il dosaggio del diuretico si | Intervento  definitivo  elettivo
Sintomi attesta su valori molto alti. Devono essere adottati sia una | nell’arco di settimane o pochi
ariposo gestione piu intensiva che strategie di monitoraggio, che, | mesi

in alcuni casi, possono compromettere la compliance e di

conseguenza il risultato, con qualsiasi terapia. Alcuni

pazienti possono fluttuare trail livello 4 e 5.

Paziente asintomatico a riposo e durante le normali attivita
5o guotidiane, ma incapace di intraprendere gualsiasi altra | Urgenza variabile, dipende dallo
Intolleranza atywté, V|_vendo pr_evalentemente\ in casa. E un paziente st_ato _ nutrizionale, dalla
allesercizio asmtomat_lco a riposo, ma puo avere comungque un disfunzione d’orga_no e dalla

sovraccarico di volume refrattario alla terapia diuretica, e | tolleranza all’esercizio

spesso associato a insufficienza renale.

Il paziente, scevro da sovraccarico di volume, €

asintomatico a riposo, durante le normali attivita

. quqtldlane N I_e plcco!e attivita fuor! casa, ma dlvgn_tg Variabile, dipende dallo stato
6 rapidamente sintomatico dopo pochi minuti di attivita - . .
Limitazione fisica significativa. L’attribuzione ad un sottostante deficit n}JtrlZlonaIe, dalla —disfunzione
, - . I ) . . .| d'organo e dalla tolleranza

all’esercizio cardiaco richiede una attenta misurazione del picco di allesercizio

consumo di ossigeno, e, in alcuni casi, una valutazione

emodinamica, a conferma della severita della disfunzione

cardiaca.

Questo livello si apre a future nuove descrizioni piu precise.
7° Include pazienti senza attuali o recenti episodi di instabilita | Trapianto o supporto circolatorio
NYHAIII e ritenzione di fluidi, che vivono asintomatici e sono in | potrebbero non essere indicati al
avanzata grado di tollerare attivita fisiche significative fino all’attivita | momento

fisica lieve.

Tabella 5: Livelli INTERMACS-Profili e tempistiche di intervento. Modificata da Stevenson LW. ,et al 2009
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Eventi in grado di aggravare il profilo INTERMACS

Temporary Circulatory Support (TCS)

Il dispositivo viene impiantato in tali casi solo a pazienti Applicabile ailivelli 1,2,3 di pazienti ospedalizzati

ospedalizzati

A-Aritmia

E applicabile a qualsiasi profilo. Tachi-aritmia
ventricolare  ricorrente che recentemente ha Applicabile a tutti i livelli INTERMACS
sostanzialmente contribuito alla compromissione clinica
del paziente. Include frequenti interventi appropriati
dell'lCD o la necessita di defibrillazione elettrica
esterna, solitamente piu di 2 volte a settimana.

FF-Frequent Flyer

E applicabile solo a pazienti non ospedalizzati,
descrivendo quei pazienti che richiedono frequenti
rivalutazioni cliniche in emergenza o ospedalizzazioni
per terapia diuretica, ultrafiltrazione, o infusione
temporanea di terapia vasoattiva.

Livello 3, se a domicilio, 4, 5, 6. Un Paziente
“Frequent Flyer” & raramente ad un livello 7

Tabella 6: Eventi clinici in grado di modificare il profilo INTERMACS. Modificato da Stevenson LW., et al 2009.

1.7.2 Il Rimodellamento Inverso

Lo SC & un processo progressivo strettamente associato con il rimodellamento cardiaco
caratterizzato da modificazioni a livello anatomico, cellulare e molecolare che compromettono
la funzione e la struttura del miocardio (Braunwald E., Heart failure 2013).

Fino a poco tempo fa si credeva che questo percorso fosse unidirezionale, progressivo e
irreversibile. Tuttavia il concetto di irreversibilita € stato ampiamente superato e diversi sono
gli studi che rivelano la possibilita di recuperare parzialmente o totalmente la naturale
morfologia del ventricolo e di conseguenza la sua funzione (Birks EJ. 2013). Questo fenomeno,
definito “rimodellamento inverso”, puo avvenire in risposta allo scarico di lavoro del ventricolo
sostituito nella sua funzione da un dispositivo di assistenza ventricolare. In alcuni casi, questo
processo di rimodellamento inverso risulta cosi significativo da permettere la rimozione del
dispositivo e il recupero totale della funzione cardiaca (Birks EJ. 2013).

Tuttavia, solo una piccola percentuale dei pazienti con LVAD ha mostrato un miglioramento
tale da permettere il recupero totale del cuore. Non sempre quindi il rimodellamento inverso
puo essere associato a guarigione o miglioramento delle condizione clinica del paziente.
Rimodellamento inverso puo essere visto come una inversione dei meccanismi patologici che

si verificano nel rimodellamento oppure come la generazione di nuovi percorsi (Birks EJ. 2013).

1.7.2.1 |Ipertrofia
[I 70-90% del volume del cuore & occupato dai cardiomiociti anche se questi rappresentano il

35% della componente cellulare totale del cuore (Nag AC., et al 1979).
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| cardiomiociti sono sottoposti ad importanti cambiamenti durante la progressione dello
scompenso tra cui I'ipertrofia (Birks EJ. 2013). Per mezzo di colorazione con ematossilinina ed
eosina di campioni miocardici prelevati da pazienti con SC avanzato, al momento dell'impianto
del LVAD, hanno permesso di osservare questo aumento delle dimensioni dei miocardiociti.
Diversi sono gli studi che dimostrano una riduzione dei cardiomiociti ipertrofici (Zafeiridis A., et
al 1998; Drakos SG., et al 2010) (Fig. 24) e dell’istologia generale del tessuto (Rose AG., et al
2005) dopo I'utilizzo di un dispositivo di assistenza ventricolare. Bruckner e collaboratori hanno
mostrato una significativa correlazione tra la durata del trattamento con il dispositivo e la
variazione delle dimensioni dei cardiomiociti (Fig. 25) (Bruckner BA., et al 2001).

La riduzione e la regressione dell’evento ipertrofico sono una conseguenza dello scarico di
lavoro a cui il ventricolo é sottoposto dopo LVAD, ma questa condizione non necessariamente

e associata a recupero clinico e funzionale dell’organo (Ambardekar AV., et al 2011).
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Figura 24: Confronto delle dimensioni dei cardiomiociti prelevati da un soggetto normale (grigio); e sezioni di
tessuto pre-LVAD (nero) e post-LVAD (bianco). Modificato da Drakos SG., et al 2010.
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Figura 25: Variazioni nella dimensione dei cardiomiociti del soggetto impiantato con LVAD in funzione del tempo di
trattamento con il dispositivo (Bruckner BA., et al 2001).
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1.7.2.2 Apoptosi
Un progressivo declino della funzione ventricolare sinistra é stata collegata alla perdita di quasi

un terzo dei cardiomiociti come risultato dell’evento apoptotico, sia per I'uomo (Narula J., et al
1996) che per gli animali che si trovano in stadi avanzati dello SC (Haider N., et al 2009).
L’apoaptosi, che comunemente viene definita come processo di morte programmata, €
finemente regolata da una serie di fattori pro e anti apoptotici con funzioni chiaramente
opposte.

In seguito ad impianto del LVAD si verifica un aumento dei livelli di mRNA dei fattori
antiapoptotici tra cui: FasExo6Del, isoforma piu abbondante tra gli antagonosti solubili del
recettore Fas che compete con il recettore per il legame a FasL impedendo cosi I'apoptosi e
Bcl-XL, fattore antiapoptotico appartenente alla famiglia Bcl-2 (Bartling B., et al 1999). Inoltre si
e anche visto una riduzione dei livelli di citocromo c nel citoplama delle cellule miocardiche dei
pazienti in cui era stato impiantato il dispositivo (Birks EJ. 2013).

E stato visto che in seguito a trattamento con LVAD si otteneva una ridotta attivazione di Akt
(chinasi antiapoptotica) e conseguente aumento della GSK-3B nello stato non fosforilato (Baba
HA ., et al2003). Inoltre, & stata descritta da diversi studi una riduzione o meglio
“normalizzazione” dell’attivita di NF-kB, fattore di trascrizione cruciale per I'espressione di geni
associati alla sopravvivenza (Baichwal VR., et al 1997), il quale risulta iper-stimolato in corso di
scompenso in seguito all'impianto del dispositivo (Baba HA., et al 2003; Wohlschlaeger J., et al
2005; Soppa GK., et al 2008).

Quello che emerge da questi studi e I'effetto antiapoptotico che il LVAD ha sul cuore

scompensato, ma si deve ancora fare chiarezza sui complicati meccanismi che si realizzano.

1.7.2.3 Accoppiamento eccitazione-contrazione

I meccanismi che determinano la contrazione cardiaca in seguito all’attivazione elettrica
prevedono: un aumento della concentrazione del Ca? intracellulare, il legame di questo ione
con la troponina, movimento della tropomiosina che espone i siti attivi dell’actina e legame di
questi con la miosina e generazione di forza contrattile. L'incipit per dare avvio a tutto cio é
rappresentato dell’aumentata concentrazione di Ca’* intracellulare. Durante il potenziale
d’azione (in particolare durante la fase di plateau) il Ca** entra nella cellula attraverso il canale
L voltaggio dipendente presente nella membrana cellulare. L’entrata dello ione dall’ambinete
extracellulare non ¢ sufficiente a dare avvio ai processi pocanzi descritti ma & importante per
I’attivazione dei canali per il calcio conosciuti come recettori per la rianodina (RyR2), espressi

sulla membrana del reticolo sarcoplasmatico, che permettono il rilascio dello ione dai depositi
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intracellulari e I'avvio del fenomeno della contrazione. Terminato I'evento contrattile il
recettore RyR2 rapidamente si chiude mentre, sempre sulla membrana del reticolo
sarcoplasmatico, si registra I’attivazione del sarcoplasmatic-endoplasmic reticulum Ca®* ATPase
0 SERCA. Questa pompa rimuove rapidamente il Ca®* dal citosol riportandolo nei depositi
intracellulari mentre contemporaneamente sulla membrana plasmatica uno scambiatore Na'/
Ca* e una pompa per il calcio eliminano lo ione in eccesso nell’ambiente extracellulare. In
portante nella fase di rimozione dello ione sembra essere anche la fosforilazione del
fosfolambano. Nel caso in cui si attivi il sistema nervoso simpatico e ci sia una stimolazione B-
adrenergica, si otterra come risultato dell’attivazione della protein chinasi cCAMP dipendente o
PKA la fosforilazione del fosfolambano e un’aumentata velocita di eliminazione dello ione e
quindi rilasciamento dei miociti. Alterazioni dei movimenti dello ione Ca** contribuiscono alla
riduzione della capacita contrattile dei cardiomiociti e rappresentano eventi importanti per la
progressione dello SC. In un soggetto scompensato di pud notare una riduzione della
concentrazione dello ione dai depositi intracellulari (Birks EJ. 2013). In seguito ad impianto di
un dispositivo LVAD é stato dimostrato una ricostituzione del reticolo sarcoplasmatico come
deposito intracellulare di calcio. La ricaptazione dello ione attraverso SERCA2a, che veniva
compromessa in caso di SC, migliora dopo I'impianto del dispositivo (Dipla K., et al 1998).
Inoltre, & stato dimostrato che inseguito a terapia con LVAD, i transienti dello ione Ca?* si
modificano anche piu rapidamente rispetto al soggetto scompensato (Chaudhary KW., et al
2004); e stata anche provata una sovraregolazione dell’espressione del gene che codifica per
SERCAZ2a correlata con aumento nella forza e frequenza di contrazione dei miociti supportati
da LVAD (Heerdt PM., et al 2006). Oltre all’espressione e all’attivita di SERCA2a in questi
pazienti e stato dimostrato anche un aumento della espressione del gene che codifica per la
pompa Na'/Ca’* (Terracciano CM., et al 2007). Questi miglioramenti hanno, in alcuni casi,
contribuito alla riacquisizione di una sufficiente capacita contrattile del cuore tale da

permettere la rimozione del dispositivo (Terracciano CM., et al 2007).

1.7.2.4 Proteine del citoscheletro

Durante la progressione dello SC si assiste a modificazioni importanti a carico delle proteine
dell’apparato citoscheletrico del cardiomiocita. Nel corso dello scompenso cambia
I'espressione genica di alcune componenti del sarcomero ad esempio diminuisce la sintesi
della B-miosina mentre viene favorita quella dell’a-miosina, con riduzione della capacita

contrattile del miocita adulto.
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In seguito all’impianto del LVAD, in corso di rimodellamento inverso, e stato possibile
osservare importanti cambiamenti a carico delle proteine del citoscheletro, mediante analisi
con microarray su campioni di ventricolo sinistro ottenuti da due gruppi di pazienti : gruppo 1
erano soggetti scompensati sottoposti a LVAD che hanno recuperato, dopo I'impianto del
dispositivo, la funzione contrattile tale da essere sottoposti a espianto dello stesso; gruppo 2
soggetti sottoposti a impianto di LVAD che non raggiungono miglioramenti tali da permettere
la rimozione del dispositivo (Hall JL., et al 2007; Birks EJ., et al 2005). Da questo studio emerge
che i soggetti del gruppo uno presentano un aumentata espressione di laminia A/C e della
spectrina ed inoltre hanno una riduzione dei livelli di anchirina 1 e 3. Per quanto riguarda le
proteine del sarcomero si nota un aumentata espressione di B-actina, tropomiosina- a, al-

actinina e filamenti o (Hall JL., et al 2007; Birks EJ., et al 2005).

1.7.2.5 1l sistema nervoso simpatico

| pazienti scompensati presentano un’aumentata attivita simpatica che portano il miocardio ad
essere esposto a elevati livelli di noradrenalina (Haider N., et al 2010). Il soggetto scompensato
diviene progressivamente meno responsivo alla stimolazione adrenergica; questo rappresenta
la conseguenza dell’ internalizzazione dei recettori per le catecolammine e della riduzione della
loro esposizione sulla superficie cellulare.

E stato ipotizzato che questa condizione possa essere dovuta principalmente alla fosforilazione
dei recettori B-AR ad opera della protein chinasi accoppiata a recettori B-AR (GRK2) (Inglese J.,
et al 1993). In seguito alla fosforilazione, il recettore viene legato dalla B-arrestina e
internalizzato. E stato dimostrato che nel soggetto scompensato il gene che codifica per GRK2
e sovraregolato (Ungerer M., et al 1993) é proprio tale condizione riduce la capacita dei
cardiomiociti di rispondere alla stimolazione del SNS. In alcuni studi e stato messo in evidenza
come in seguito a impianto del dispositivo LVAD (Pandalai PK., et al 2006; Akhter SA., et al
2010) ci sia una normalizzazione dei livelli circolanti di catecolammine, ma soprattutto, é stata
registrata una riduzione dell’espressione di GRK2 nel miocardio. Dunque, I'uso del dispositivo
di assistenza ventricolare, scaricando il ventricolo dalla sua funzione, favorisce il ripristino della
captazione della noradrenalina con conseguente aumento della risposta del miocardio alla

stimolazione simpatica e quindi recupero della funzione cardiaca (Birks EJ. 2013).

1.7.2.6 LaMatrice Extracellulare

L’ECM (che costituisce circa il 2-4% del peso del miocardio normale) & composta da diversi

elementi tra cui: fibronectina, elastina, laminina e collagene, in particolare di tipo | e Ill, che
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rappresenta I’elemento piu abbondante (circa il 90%) della matrice. Il collagene riveste diverse
funzioni del miocardio: mantiene la composizione strutturale, trasmette forza e elasticita al
sistema contrattile (Birks EJ. 2013). Come visto, in corso di rimodellamento diversi e importanti
cambiamenti ricadono a carico della matrice tra cui processi fibrotici, che determinano la
deposizione di nuova matrice, ma anche processi degradativi con I'attivazione delle MMPs. In
seguito ad impianto del LVAD sono stati osservati ulteriori cambiamenti nella matrice e nel
metabolismo del collagene e alle volte i risultati, ottenuti dai diversi gruppi, sono apparsi
contrastanti tra di loro. Mentre alcuni gruppi hanno dimostrato un incremento della
produzione di collagene, dopo I'impianto del LVAD (Bruckner BA., et al 2001; Akgul A., et al
2004; Thompson LO., et al 2005) altri hanno rilevato il contrario (Klotz S., et al 2005; Bruggink
AH., et al 2006; Li YY., et al 2001). Le spiegazioni che motivano questa diversita possono essere

correlate all’ “evento indice” o danno originale del cuore che pud sfociare in SC, ma anche alla
durata del trattamento con il dispositivo (Bruggink AH., et al 2006; Madigan JD., et al 2001),
all’'uso contemporaneo di una terapia farmacologica e, se € riscontrato, dal recupero del
miocardio (Birks EJ. 2013). Klotz e collaboratori hanno dimostrato come, in seguito al’impianto
del LVAD, ci sia un aumento della produzione di collagene sia di tipo | che di tipo Il
contemporaneamente ad un aumento della rigidita del miocardio (Klotz S., et al 2005) .
Bruggink e collaboratori hanno trovato una risposta bifasica del cuore in seguito all'impianto
del dispositivo con un aumento iniziale fibrosi, seguita da una successiva regressione della
stessa con prolungarsi della terapia con il LVAD (dopo 200 giorni di supporto) (Bruggink AH., et
al 2006).

In un successivo studio Klotz e collaborato hanno valutato i cambiamenti a cui la matrice pud
andare incontro in un soggetto scompensato al quale oltre all'impiantato un dispositivo LVAD
si aggiunge il trattamento con ACE-inibitori (Klotz S., et al 2007). Klotz e collaboratori hanno
esaminato campioni di tessuto cardiaco, pre- e post-LVAD, di pazienti che in seguito ad
impianto del dispositivo sono stati divisi in due gruppi: gruppo 1, pazienti trattati con ACE-
inibitori; gruppo 2 pazienti non trattati con ACE-inibitori.

Prima dell'impianto i livelli di angiotensina I, angiotensina Il e collagene totale sono risultati
simili tra i due gruppi, tuttavia in seguito impianto del dispositivo si & visto che i livelli di
angiotensina Il sono calati nel gruppo 1, mentre sono aumentati nel gruppo 2. Analogamente,
si riducono i livelli di collagene nei soggetti del gruppo 1, condizione che riduce la rigidita del
ventricolo e la massa ventricolare sinistra. Tali modificazioni invece non é rilevata per i pazienti
del gruppo 2 (Klotz S., et al 2007). Inoltre e stato anche dimostrato come, sempre per i soggetti
del gruppo 1, ci sia una normalizzazione dei livelli di MMPs e TIMP-1 tale da recuperare il loro

rapporto fisiologico 1:1, migliorando in questo modo il turnover della matrice (Fig.26). Questi
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dati dimostrano I'importante contributo dalle terapie farmacologiche nei pazienti in cui € stato
impiantato un LVAD, al rimodellamento inverso ed al recupero della capacita contrattile del
cuore (Birks EJ. 2013).
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Figura 26:Misurazione dei livelli di proteine di MMPs e TIMP in frammenti di tessuto prelevati da cuore: normale
(bianco), cuore di soggetto con SC cronico trattato con ACE-Inibitori (nero), cuore supportato da LVAD senza terapia
farmacologica (blu), cuore supportato da LVAD con terapia farmacologica (rosso). A) Variazione dell’espressione
della MMP-1 nelle 4 categorie si nota una riduzione della proteina MMP-1 nei pazienti che dopo I'impianto ricevono
trattamento con ACE-inibitore;B) elevati livelli di MMP-9 si hanno nella categoria di soggetti SC pre-LVAD rispetto ai
soggetti normali, questa elevata espressione non tende a diminuire dopo I'impianto del dispositivo sia nel gruppo
che riceve trattamento farmacologico sia in quello senza trattamento; C) livelli di TIMP-1 risultano particolarmente
elevati nel gruppo LVAD trattato con ACE-inibitori; D) normalizzazione del rapporto MMP-1/TIMP-1 si registra nel
gruppo LVAD trattato con ACE-inibitori. Modificato da (Klotz S., et al 2007).

In uno studio del 2011, Caruso e collaboratori, hanno ricercato le variazioni, in termini di
attivita e di espressione genica, delle gelatinasi (MMP-2 e MMP-9) e degli inibitori TIMP-1 e -4
nei soggetti con SC grave che vengono sottoposti all’impianto del LVAD come ponte al
trapianto, confrontando i risultati con soggetti che invece arrivano direttamente al trapianto.
Come risulta dalla Fig. 27, in seguito all’impianto del dispositivo si evidenziano dei livelli piu
bassi di espressione delle MMP-2 e -9 rispetto ai pazienti che arrivano direttamente al
trapianto, ma non risulta significativa la differenza tra espressione di TIMP-1 e -4 tra i due

gruppi (Caruso R., et al 2011).
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Figura 27: Confronto della variazioni di espressione: A) MMP-2; B)MMP-9; C) TIMP-1; D) TIMP-4 effettuata su
campioni di cuore ottenuti da pazienti scompensati che vanno direttamente al trapianto MT(BOX giallo) e pazienti
che arrivano al trapianto dopo trattamento con LVAD (BOX azzurro). Modificato da Caruso R., et al 2011.

Oltre ad una diminuita espressione delle MMPs si osserva, come detto, una ridotta attivita di
questi enzimi, queste variazioni possono essere spiegate dallo stato redox in cui si viene a
trovare il miocarido nelle due diverse situazioni. E noto che il glutatione (GSH) modula I'attivita
di MMP-2 ricombinante e -1 modificando il residuo di cisteina (Cys) nel dominio auto-inibitorio
dello zimogeno, una condizione che mantiene la MMPs in una forma inibita latente (Viappini
S., et al 2009; Koch S., et al 2009). In saggi in vitro, composti di zolfo, come GSH, inibiscono le
MMP-2 ricombinante umana e -9 (Emara M., et al 2006). Partendo da queste informazioni &
stato dimostrato che i livelli di GDH sono molto piu elevati nei pazienti con LVAD rispetto

all’altro gruppo, e che questi valori correlano negativamente con l'attivita delle MMPs.

1.7.2.7 L'infiammazione

Lo SC viene spesso definito come un processo caratterizzato da un persistente evento
infiammatorio, con eleveti livelli circolanti di citochine pro- e anti-infiammatorie. L’attivazione
della risposta infiammatoria nello SC pud essere la conseguenza della presenza di antigeni
riconosciuti come possibili elementi nocivi (come in caso di miocarditi acute o reazioni di
rigetto del trapianto),oppure I'inflammazione si pud attivare come risposta ad eventi che
danneggiano il miocardio (come nel caso di infarto).

Elevati livelli delle citochine pro-inflammatorie sono associate alla progressione dello SC e sono
implicate nella riduzione della capacita contrattile del cuore, nell’attivazione dell’evento
apoptotico ed ad altri effetti che sono stati precedentemente descritti. Queste citochine

possoNo essere usate come biomarcatori per stabilire la gravita dei pazienti, in modo da capire
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anche quando € il caso di intervenire con diverse terapie, compreso I'impianto di dispositivi di
assistenza ventricolare come il LVAD (Birks EJ., et al 2004).

Mentre per altri meccanismi € stato compreso come I'impianto del LVAD possa influenzare,
positivamente o negativamente, il decorso clinico del paziente, resta da chiarire I'effetto del

LVAD sul processo infiammatorio.

Citochine pro-infiammatorie

TNF-a, IL-1 e IL-6 vengono comunemente catalogate come citochine pro-infiammatorie,
mediano infatti effetti importanti nell’attivazione della risposta infiammatoria e immunitaria in
caso di danno. Studi relativi alla valutazione dell’effetto dell’impianto di LVAD sul profilo
citochinico, sia a livello circolante che nel miocardio, hanno dato risultati spesso contrastanti.
Le discrepanze sono principalmente ascrivibili al piccolo numero di pazienti valutati nei singoli
studi, ai diversi tempi e modalita di campionamento, alle diverse tecniche usate per valutare la
presenza di citochine (tecniche di biologia molecolare e relative strategie di normalizzazione,
tecniche di immunoistochimica).

Elevati livelli di queste citochine risultano fattori di prognosi sfavorevole per il soggetto con SC,
come dimostrato in uno studio del 2001 da Birks e collaboratori. Questi, quantificando i livelli
di citochine sia a livello sierico che nel miocardio di soggetti con SC grave che necessitavano
dell’impianto del dispositivo, hanno dimostrato come i livelli TNF-a, IL-1 e IL-6 siano
marcatamente piu elevati in tali soggetti rispetto a pazienti con SC in uno stadio avanzato, ma
con un quadro clinico piu “stabile”, che sono stati sottoposti al trapianto d’organo senza aver

usufruito prima della terapia con LVAD (Fig. 28 viene riportato il caso del TNF-ay).
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Figura 28: Variazione dei livelli di espressione del TNF-a. A) confronto tra i livelli del trascritto del TNF-a nel tessuto
cardiaco dei soggetti con SC stabile sottoposti a trapianto e soggetti in cui & stato impianto il dispositivo ; B)
confronto tra i livelli proteici del TNF- a nello stesso campione cardiaco; C) confronto dei livelli di citochina in circolo
tra i due gruppi di pazienti. Modificato da Birks EJ., et al 2001.
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In un recente studio, Caruso e collaboratori, hanno valutato I'impatto del LVAD
sull’infiammazione e sullo stress ossidativo, valutando i livelli circolanti di IL-6, IL-8 e TNF-a ad
una settimana e ad un mese dall’impianto del dispositivo e confrontandoli con i valori pre-
impianto (Caruso R., et al 2012). Un miglioramento emodinamico ed una diminuzione di
pressione di riempimento di LV sono osservati fin dalle prime ore dopo I'impianto di LVAD. Lo
scarico meccanico dovuto al dispositivo, diminuendo le pressioni cavitarie del LV, provoca la
diminuzione dei segnali di parete legati allo stress che promuovono cambiamenti favorevoli sia
a livello del miocardio che a livello periferico con un recupero della responsivita ai fattori
neurormonali (Burkhoff D., et al 2006). Tutte queste condizioni sembrano associate anche al
recupero cardiaco (Klotz S., et al 2008). Scaricando il ventricolo dal lavoro meccanico a cui €
sottoposto, si presuppone che si crei una situazione favorevole che determina una riduzione
dei livelli delle citochine pro-infiammatorie e dei loro effetti avversi negativi sul cuore.

E emerso, quindi, che tutte le variabili infiammatorie sono aumentate durante la prima
settimana dall'impianto del dispositivo, probabilmente come conseguenza dell’intervento
chirurgico, con I'eccezione dei livelli di TNF-a che si riducono, ma a 1 mese, i loro livelli sono
tornati paragonabili ai valori pre-impianto (Caruso R., et al 2012).

Dati ottenuti da un altro studio condotto sul tessuto cardiaco ottenuto da 8 pazienti, di cui 4
avevano ricevuto il dispositivo come ponte al recupero e 4 come ponte al trapianto rivelano
una significativa riduzione del TNF-a dopo supporto con LVAD, maggiore nel primo gruppo
rispetto al secondo (Torre-Amione G., et al 1999). Questi dati suggeriscono che la variazione
dell’espressione di TNF-a possa essere utile per prevedere quali pazienti dopo I'uso di LVAD
avranno una maggiore possibilita di recupero.

Inoltre, sebbene si osservi un’alta variabilita inter-individuale, i livelli di TNF-o sembrano
correlare positivamente con i livelli di Fas sia in fase pre che post impianto del dispositivo (Bedi
MS., et al 2008), sostenendo il processo apoptotico nel muscolo cardiaco e limitando la

possibilita di ripresa della sua funzione (FIg.29).
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Figura 29: A) Scatter plot che mostra la relazione tra TNF-a e Fas post-LVAD; B)Valutazione delle variazioni dei livelli
di espressione genica per le principali citochine pro-infiammatorie e fattori apoptotici in controlli, campioni pre e
campioni post-LVAD. Modificato da Bedi MS. et al 2008.
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Bedi e collaboratori hanno dimostrato in soggetti, che hanno subito I'impianto del dispositivo
come ponte al trapianto, che tra le citochine valutate solo IL-6 appare significativamente
ridotta al momento dell’espianto del dispositivo come si evince della Figura.. (Bedi MS., et al
2008), mentre rimangono alti i livelli di IL-1B, TNF-a e Fas, i quali riducono la possibilita di
recuperare la funzionalita (anche solo sufficiente) del ventricolo.

Questi dati suggeriscono che una terapia che sia in grado di ridurre I'espressione delle
citochine e fattori apoptotici possa essere utile, se somministrata in concomitanza con il
trattamento con il dispositivo, per aumentare il numero di pazienti che recuperano la funzione
del LV dopo I'impianto del LVAD (Bedi MS., et al 2008). Piu direcente un aumento significativo
dell’espressione del’mRNA di IL-6 e IL-8 e stata osservata nel tessuto cardiaco di pazienti

candidati all’impianto di LVAD rispetto a pazienti con SC di simile gravita (Caselli C., et al 2013).

GDE-15

Al GDF-15 viene comunemente attribuito un ruolo cardioprotettivo. La sua sintesi nei

cardiomiociti in vitro aumenta in caso di stress meccanico e sembra inibire I'attivazione della
via apoptotica ed eventi ipertrofici, svolgendo cosi una funzione protettiva.

Anche per questa citochina, come visto per l'altre appena descritte, si registrano aumentati
livelli in circolo nei pazienti con SC, questi sono associati con la progressione della malattia ed
un aumentato rischio di morte (Anand IS., et al 2010). Pertanto il GDF-15 pud essere
considerato come un utile biomarcatore per le malattie cardiovascolari.

Lok e collaboratori, in un recente studio del 2012, hanno valutato le variazioni di
concentrazione del GDF-15 in pazienti con SC, appartenenti alla classe NYHA 1V, che sono stati
sottoposti ad impianto del dispositivo LVAD a flusso continuo. | dati ottenuti derivano da
campioni plasmatici raccolti prima del”impianto del dispositivo, al momento dell’impianto,
dopo un mese, dopo sei mesi e dopo I'espianto del dispositivo (al momento del trapianto). E
stato osservato € che: quasi tutti i pazienti mostravano elevati livelli plasmatici di GDF-15
prima dell'impianto di LVAD; questi valori diminuivano gia ad un mese dal trattamento con il
dispositivo e a sei mesi solo il 25% dei pazienti presenteva livelli ancora elevati (Lok SI., et al
2012). | risultati ottenuti dall’analisi dei campioni di tessuto cardiaco, sia tramite
immunoistochimica che tramite analisi dell’espressione genica, hanno rivelato che i livelli di
GDF-15 sia pre che post LVAD nel cuore sono minimi e non possono, da soli, influenzare il
decorso clinico del paziente.

Da questi dati emerge che in caso di SC la principale fonte di GDF-15 non ¢ il cuore ma GDF-15

e prodotto dai tessuti e organi che diventano malfunzionanti in seguito alla disfunzione
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cardiaca. Infatti, nel momento in cui viene impiantato il dispositivo e viene stabilita una
adeguata perfusione dei tessuti, i livelli della citochina diminuiscono sensibilmente e questi
valori sembrano correlare con quelli della creatinina e dell’aspartato aminotrasferasi (AST)
(LokSI. etal2012).
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L'infiammazione rappresenta un processo biologico fondamentale che € coinvolto in quasi tutti
gli aspetti della malattia cardiovascolare, compreso lo scompenso cardiaco (SC) (Jiang B., et al
2010). Numerosi studi hanno sottolineato I'importanza di mediatori pro-infiammatori, come
TNF-a, IL-6 e IL-8 nello sviluppo e nella progressione dello SC (Schultz Jel J., et al 2002;
Kleinbongard P., et al 2011; Shimano M., et al 2012). Questi fattori possono indurre
rimodellamento miocardico patologico, sia promuovendo il reclutamento di cellule
inflammatorie sia producendo effetti negativi sulla funzione del ventricolo sinistro, quali il
rimodellamento ventricolare sinistro e la disfunzione endoteliale, favorendo cosi la crescita
ipertrofica e fibrosi (Ambardekar AV., et al 2011). Il riconoscimento dell’infiammazione come
un elemento comune nei pazienti con SC cronico ha contribuito alla ricerca di una efficace
terapia anti-inflammatoria per questa patologia. Tuttavia, gli approcci utilizzati finora sono
stati in gran parte deludenti, determinando in alcuni casi risultati neutri, in altri addirittura un
peggioramento dello SC. Questi risultati hanno sollevato importanti considerazioni, tra cui
I'importanza della ricerca di nuovi target terapeutici, specialmente attraverso la ricerca di base
(Heymans S., et al 2009).

Nuove molecole prodotte dal tessuto cardiaco (indicate complessivamente come cardiochine)
e regolate in condizioni di stress cardiaco sono state recentemente individuate attraverso
tecniche di biologia molecolare come analisi di espressione genica, test di screening, tecniche
di clonazione (Schultz Jel J., et al 2002). Con l'uso di modelli animali murini modificati
geneticamente, molti di questi fattori recentemente identificati hanno dimostrato di svolgere
un ruolo funzionale nel rimodellamento cardiaco. Ad esempio, il sistema IL-33/ST2 é risultato
essere coinvolto in importanti meccanismi protettivi in varie malattie cardiache tra cui lo SC
(Sanada S., et al 2007; Seki K., et al 2009; Abston ED., et al 2012).

Nonostante i significativi progressi nel trattamento dello SC, i pazienti con SC avanzato
continuano a presentare una significativa morbidita e mortalita. Come lo SC giunge allo stadio
terminale, le uniche opzioni valide attualmente disponibili sono il trapianto, I'assistenza con
LVAD, o I'assistenza terapeutica in fase terminale (Rose EA., et al 2001; Simon MA., et al 2005;
McMurray JJ., et al 2012). 1l LVAD determina un profondo scarico di volume e pressione del
ventricolo sinistro e normalizza la pressione arteriosa sistemica e il flusso, determinando
inoltre, a lungo termine, una normalizzazione anche dei livelli neurormonali, che
contribuiscono al recupero miocardico (Simon MA., et al 2005; Birks EJ., et al 2006). LVAD
fornisce un modello unico che permette di studiare i meccanismi molecolari sia del
rimodellamento avverso sia di quello inverso (Jiang B., et al 2010).

L'ipotesi di questo studio e che il sistema IL-33/ST2 possa essere coinvolto nel danno

emodinamico nei pazienti con SC in fase avanzata, candidati per I'impianto di LVAD, e possa
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contribuire in maniera significativa alla loro prognosi. Per studiare questa ipotesi, & stato
valutato il profilo fenotipico inflammatorio di pazienti sottoposti ad impianto di LVAD, tenendo
conto sia del sistema IL-33/ST2 sia dei biomarcatori inflammatori tradizionali, come IL-6 , IL-8 e
TNF-a. A completamento della valutazione del profilo infammatorio negli stessi pazienti sono
stati studiati anche due molecole con dimostrata azione anti-infiammatoria e cardioprotettiva,
come I’ADN (Shibata R., et al 2009) e il GDF-15 (Shimano M., et al 2012). Una migliore
caratterizzazione del profilo infiammatorio portera ad una migliore comprensione di
importanti meccanismi molecolari dello SC e permettera di identificare nuovi bersagli
diagnostici e terapeutici per questa patologia.
In particolare, gli obiettivi specifici di questo studio di tesi sono:
1) valutare il ruolo del processo infiammatorio in pazienti con SC sottoposti a impianto di
LVAD ( gruppo pre-LVAD ) e confrontarlo con quello di pazienti con SC stabili sottoposti a
trapianto di cuore (gruppo HT), considerati come gruppo di controllo;
2) valutare I'effetto del supporto LVAD sull'infiammazione, confrontando il gruppo di pazienti
pre-LVAD con pazienti studiati al momento della rimozione del supporto LVAD (gruppo post-
LVAD);
3) valutare il ruolo dei vari indici del processo infiammatorio nell’outcome precoce nel

gruppo di pazienti pre-LVAD.
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3 Pazienti e protocollo sperimentale

Un totale di ventidue pazienti con SC allo stadio terminale (con eta compresa tra i 48 e i 64
anni), sottoposti a impianto LVAD come ponte al trapianto cardiaco, sono stati arruolati nello
studio (gruppo pre-LVAD).
Tutti i pazienti sono stati supportati da dispositivi assiali flusso continuo [16 con dispositivo
HeartMatell LVADs (Thoratec, Pleasanton, CA), 4 con Incor LVADs (Berlin Heart AG), 1 con De
Bakey LVADs (MicroMed Technology, Inc., Houston, TX), e 1 con HeartWare LVAD (HeartWare
International Inc., Framingham, MA)].
Biopsie cardiache sono state ottenute al momento dell'impianto del dispositivo mentre i
campioni ematici sono stati raccolti in fase pre-impianto, e successivamente a 1 mese
dall'impianto del LVAD. La funzione multi-organo é stata monitorata in fase preoperatoria e
fino a 2 settimane dopo I'impianto di LVAD, attraverso il calcolo del punteggio tSOFA (total
Sequential Organ Failure Assessment). Il sistema SOFA €& un punteggio da 0 a 4 che viene
attribuito giornalmente, in proporzione alla gravita del deterioramento funzionale per ognuno
dei sei sistemi monitorati (cardiovascolare, respiratorio, epatico, renale, neurologico, ed
emocoagulativo) (Chen YS., et al 2001).
Il decorso clinico di questi pazienti & stato valutato sulla base dei seguenti end-point:
e punteggio tSOFA dopo 1 settimana dall'impianto,
e durata della degenza nell’'unita di terapia intensiva (ICU),
e durata del ricovero in ospedale, e
e sopravvivenza a 3 mesi dall'impianto.
La combinazione tra punteggio tSOFA postoperatorio>11 e/o ICU-morte € stata presa in
considerazione come il principale end-point integrato di prognosi.
Al fine di valutare la condizione infiammatoria nei pazienti con SC allo stadio terminale e
I'effetto del supporto del LVAD, i mediatori infiammatori determinati nel gruppo pre-LVAD
sono stati confrontati con altri due gruppi di pazienti, rispettivamente:
1) gruppo di controllo (HT): campioni cardiaci sono stati raccolti al momento del
trapianto di cuore da sette pazienti con scompenso cardiaco cronico stabile sottoposti
a terapia farmacologica, senza precedente supporto meccanico circolatorio;
2) gruppo post-LVAD: biopsie cardiache sono state ottenute da sei pazienti supportati da
LVAD (impiantato come ponte al trapianto cardiaco) al momento dell’espianto del
dispositivo. Cinque pazienti erano supportati da dispositivi assiali a flusso continuo [3

con De Bakey LVAD (MicroMed Technology Inc, Houston, MT, USA), e 2 con



Materiali e Metodi

HeartMatell LVAD (Thoratec, Pleasanton, CA, USA)], mentre 1 paziente era supportato
da un dispositivo a flusso pulsatile (NewCorTec, Roma, Italia).
L’arruolamento dei pazienti, la loro caratterizzazione clinica e la raccolta dei campioni biologici
e stata possibile grazie alla collaborazione con la sede di Milano dell’lFC-CNR e con I'Ospedale
Niguarda Ca’ Granda di Milano.
Lo studio, conforme ai principi enunciati nella Dichiarazione di Helsinki, & stato approvato dal
comitato etico locale.

Tutti i pazienti prima di essere coinvolti nello studio hanno dato il loro consenso informato.

3.1 Campioni biologici

Le biopsie cardiache del gruppo pre-LVAD sono state raccolte al momento dell'impianto del
dispositivo di assistenza meccanica dalla porzione apicale del ventricolo sinistro, escisso
durante la procedura chirurgica standard (necessaria per il posizionamento della cannula di
afflusso).

Per i gruppi post-LVAD e HT cinque campioni di tessuto cardiaco sono stati prelevati al
momento del trapianto da differenti aree sia del ventricolo sinistro (LV) che destro (RV), in
particolare da apice, parete anteriore e laterale, come mostrato in Fig. 30. In totale i campioni
di tessuto cardiaco ottenuti sono stati ventidue per il gruppo pre-LVAD, trenta per il gruppo

post-LVAD e trentacinque per il gruppo HT .

Figura 30: Biopsie di tessuto cardiaco prelevate al momento del trapianto (Ab-RV/LV= area basale anteriore destra e
sinistra; Lb-RV/LV=area basale laterale destra e sinistra; Apx-LV= apice del ventricolo sinistro). Modificato da Caruso
R.,etal 2011.
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Immediatamente dopo il prelievo, i campioni miocardici sono stati posti in RNAlater (RNA
stabilization reagent, Qiagen GmbH, Hilden D) e conservati a -80°C fino al momento dell’uso.
Un sottogruppo di campioni provenienti dal gruppo pre-LVAD é stato congelato in azoto

liguido e conservato a -80°C. Tali campioni congelati, inseriti in una fiasca di Teflon
preraffreddata, sono stati liofilizzati utilizzando un Mikro-Dismembrator 1l (BRAUN, Germania).

Il tessuto liofilizzato e stato immediatamente conservato a -80°C fino alle procedure di
estrazione.

| campioni ematici del gruppo pre-LVAD ottenuti basalmente e a un mese dall'impianto del
LVAD, sono stati raccolti in provette contenenti EDTA come anticoagulante e quindi separati
per centrifugazione per 15 min a 1000xg. Il plasma & stato conservato a -20°C e il saggio

immunoenzimatico specifico € stato eseguito entro 2 mesi dalla raccolta.

3.2 Estrazione dell’RNA totale

L'RNA totale é stato estratto da campioni tissutali cardiaci umani con il metodo della guanidina
tiocinato-fenolo cloroformio (TRI-REAGENT: Molecular Research Center, Cincinnati USA),
modificato al fine di ottenere buone rese di estrazione da piccole quantita di tessuto. Tale
procedura permette I'isolamento simultaneo di RNA(RNeasy Fibrous tissue Mni kit, Qiagen
S.p.A, Milano, Italia) DNA e proteine da uno stesso campione.

| campioni, conservati a-80°C, in RNAlater vengono scongelati in ghiaccio e pesati. La quantita
ottimale, scelta per ogni campione, € compresa tra 80-100 mg.

| tessuti sono stati omogenati in TRI-REAGENT (500pL per i campioni conservati in RNAlater e
1mL per i campioni liofilizzati) utilizzando il Mixer Mill MM300 (Qiagen S.p.A, Milano, Italia).
L'alta concentrazione di guanidina tiocianato presente nel TRI-REAGENT provoca una rapida
inattivazione dell’attivita delle RNAsi endogene e completa la dissociazione delle componenti
cellulari dal RNA; I'aggiunta di cloroformio (70uL), dopo I'omogenizzazione, e la centrifugazione
del campione a 12000g per 16 minuti a +4°C, permettono la separazione della fase acquosa
incolore contenente prevalentemente RNA, dalla fase organica contenente per la maggior
parte proteine e lipidi. La fase acquosa é stata isolata dalla fase organica e quest’ultima verra
conservata in aliquote a -20°C, previa aggiunta di etanolo 96%, fino al momento dell’uso.

La fase acquosa, dopo aggiunta di etanolo, viene caricata su una colonna di gel di silice (Mini
Spin Column RNeasy, Qiagen S.p.A, Milano, Italia) in grado di legare I'RNA presente nel
campione. Dopo un primo lavaggio con una soluzione di guanidina tiocianato ed etanolo e
successiva centrifugazione a 3000g per 5 minuti a +25°C, viene aggiunta una soluzione di DNasi

(DNaseStock solution RNasi free, Qiagen S.p.A, Milano, Italia) che permette di eliminare le
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eventuali interferenze dovute al DNA e quindi di purificare il campione biologico. Seguono
ulteriori lavaggi e successive centrifugazioni a +25°C e 3000g, I'RNA viene poi eluito con acqua
RNasi free (50 pL) e dopo la prima eluizione, raccolto e caricato nuovamente sulla colonna, al
fine di concentrare il campione, il quale viene conservato in aliquote a -80° fino al momento

dell’utilizzo.

3.3 Determinazione dell’RNA totale

Per conoscere la concentrazione dell’RNA estratto dai campioni € stato utilizzato sia il metodo
spettrofotometrico che I'analisi densitometrica su gel.

[l campione é stato diluito 1:100 con acqua RNasi free, caricato in cuvette (UVette, Eppendorf,
Italy), e I'assorbanza € stata letta alle lunghezze d'onda di 260 nm e di 280 nm, mediante
I'utilizzo di uno spettrofotometro (Biophotometer, Eppendorf, Italy).

Ogni lettura e stata normalizzata rispetto al valore di assorbanza del relativo bianco.

La concentrazione di RNA totale ¢ stata valutata attraverso la misura dell’assorbanza a 260 nm
(caratteristica degli anelli eterociclici aromatici degli acidi nucleici), secondo la legge di
Lambert-Beer:

A260:EX|XC

dove “e“@ il coefficiente di estinzione molare, “I” il cammino ottico percorso dalla luce nel

mezzo e “C” la concentrazione del campione. La concentrazione dello RNA € cosi calcolata:

[RNA]campione = (Az60nm)campione X D X (40 pg/uL)

Nella formula sopra riportata D € il fattore di diluizione e 40 ug/pL ¢ il valore di concentrazione
che € associato ad una soluzione standard di RNA che presenti un‘assorbanza pari a 1 quando
A=260nm (ovvero 1/(ZrnageonmX 1)=40 pg/pL).

| rapporto tra I'assorbanza del campione a 260 nm (Axsonm) € quella del campione a 280 nm
(A2s0nm) fornisce un'indicazione della purezza dell’RNA, contenuto nel campione estratto, per
quanto riguarda la contaminazione proteica. Si considera pura una soluzione di RNA il cui
rapporto (Azeonm/Azsonm) Sia compreso nell'intervallo 1,8-2,1; variazioni di 0,2-0,4 possono
dipendere da oscillazioni del pH della soluzione contenente I'acido nucleico. Il rapporto di
assorbanza 260nm/230nm individua sostanze contaminanti di natura non proteica,
solitamente residui dei reagenti utilizzati per I'estrazione; in condizioni ottimali dovrebbe

essere compresotral,8e2,2.
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Lintegrita dell’RNA totale estratto e stata valutata attraverso una corsa elettroforetica su gel
d’agarosio 1,5% in tampone TBE (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), in condizioni denaturanti
e in presenza di un agente intercalante, quale il GelStar Stain (Lonza, Rockland, ME, USA).

| campioni vengono prelevati da -80°C e mantenuti a +55°C, per eliminare I'eventuale presenza
di RNasi endogene; in seguito viene aggiunta, in rapporto 1:3, una soluzione contenente
formaldeide e blu di bromofenolo (The NorthernMax Formaldehyde Load Dye, Ambion Inc.
Austin, USA), (1 uL di campione + 3 L di Load Dye).

| campioni cosi preparati vengono incubati per 15 minuti a +65°C, per permettere la
denaturazione delle strutture secondarie del’RNA, poi centrifugati e caricati sul gel.
Lelettroforesi viene effettuata a 50 Volt per 50 minuti e il gel analizzato al trans illuminatore
(A=260 nm, UV Transilluminator 2000, Bio-Rad Laboratories Inc., CA) per verificare la comparsa
di due bande nette in corrispondenza delle subunita 18 e 28 Svedberg (S) del’RNA ribosomiale.
Per confermare la concentrazione del campione, valutata dalla lettura allo spettrofotometro,
le bande, ottenute dalla corsa elettroforetica, sono state analizzate con un programma
specifico per analisi densitometriche su gel (Quantity One Software, Bio-Rad Laboratories Inc.,
CA) in grado di determinare I'intensita della banda stessa. Il rapporto tra 'intensita ottenuta e
quella di un campione standard di RNA totale di cellule umane (1 pg/ul) permette di

determinare la concentrazione di RNA nel campione incognito.

3.4 Retrotrascrizione dell’RNA a cDNA

La retrotrascrizione effettuata grazie all'azione della trascrittasi inversa, enzima isolato per la
prima volta dai retrovirus eucariotici. Tale enzima & una DNA polimerasi DNA/RNA dipendente
capace di sintetizzare una molecola di cDNA a partire da uno stampo di RNA, difatti in
presenza di una coda di mRNA-poliA™ a singolo filamento e di un innesco di oligonucleotidi poli-
dT, & in grado di retrotrascrivere tutti gli mRNA nei relativi filamenti di DNA complementari a
doppia elica ed etero duplici, cDNA. Dopo denaturazione con calore, il frammento di cDNA
rimanente & usato come templato dalla polimerasi, nei successivi passaggi di amplificazione. La
trascrizione inversa (RT) di mRNA a cDNA viene effettuata utilizzando I'iSCRIPT cDNA Synthesis
Kit (Bio-Rad Laboratories Inc., CA).

La reazione di retrotrascrizione € catalizzata dall’enzima retrotrascrittasi Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MuLV), una DNA polimerasi RNA/DNA dipendente, modificata ed
ottimizzata per la sintesi di cDNA, che agisce in presenza di uno stampo di mRNA-poliA™ a

singolo filamento e di un innesco oligodT. Con questo metodo € possibile retrotrascrivere
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efficientemente da 0,5/1 a 5ug di RNA totale rispettivamente in 20, 40, 100 uL di volume di
reazione a seconda delle necessita.
Il protocollo della reazione, eseguita usando il termociclatore MyCycler (Bio-Rad Laboratories
Inc., CA), consiste nelle seguenti fasi:

¢ 5 minutia25°C,

e 30 minutia42°C,

e 10 minuti a 45-48°C,

e 5 minutia85°C.
Quest’ultimo passaggio (85°C per 5 minuti) permette I'inattivazione della trascritttasi inversa. |

campioni di cDNA ottenuti sono stati posti in ghiaccio e conservati a 4 ° C.

3.4.1 Real-time PCR

La reazione di Real-time PCR é stata effettuata in un termociclatore automatico (CFX-96 Real-

Time System, Bio-Rad Laboratories Inc., CA) e per il monitoraggio della reazione di
amplificazione del cDNA é stato utilizzato un fluoroforo di terza generazione, I'EvaGreen
(SsOFAST EvaGreen Supermix, Bio-Rad Laboratories Inc., CA), agente intercalante del DNA a
doppio filamento con fluorescenza migliorata rispetto al classico SybrGreen ed anche con una
minor capacita di inibire la Taq polimerasi. SSOFAST EvaGreen Supermix & estratta dal
Sulfolobus Solfataricus (Sso7d), batterio termostabile e resistente a temperature maggiori di
+90°C, in grado di appaiarsi al doppio filamento di DNA mantenendo piu stabile il legame tra la
polimerasi e la doppia elica e permettendo cosi I'incorporazione di un maggior numero di
nucleotidi che rendono la reazione piu resistente agli inibitori e piu efficiente.
Le condizioni per la reazione di Real-Time PCR sono state ottimizzate nei campioni di tessuto
cardiaco per ciascun marcatore analizzato. Lefficienza e la linearita dell’amplificazione sono
state valutate variando temperatura di annealing (prova gradiente di temperatura) e
concentrazione del campione (valutazione della linearita di risposta per diluizioni scalari del
campione da 1.5 a 1:625, retta standard). L'efficienza di reazione ¢ stata valutata in un range
ottimale compreso tra 90-105% e un R? della retta standard 20.998. | primer di interesse sono
stati disegnati attraverso il software Primer Express Version 2.0 (Applied Biosystems), come

riportato in Tabella 7.
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Gen-Bank,

GENI PRIMER
Nn° accesso

F: CCAAGCTGGCCGTGGCTTCTC

IL-8 NM_000584
R: TGTGTTGGCGCAGTGTGGTCC

F: TCCTCAGCCTCTTCTCCTTC

TNF-a NM_000594.2
R: CCAGCTGGTTATCTCTCA

F: AGCGCCTTCGGTCCAGTTGC

IL-6 NM_000600
R: GTGGCTGTCTGTGTGGGGCG

F: AATAACATACGCACTCAACT
ADN NM_001177800.1
R: GAGGAAGGAAGGAAGGAA

F:CCGGATACTCACGCCAGA
GDF-15 NM_004864.2
R:AGAGATACGCAGGTGCAGGT

F: GGAGTGCTTTGCCTTTGGTA
IL-33 NM_033439
R: TCATTTGAGGGGTGTTGAGA

F: CTCCAAGTTCATCCCCTCT

ST2 NM_000877.2
R: GATCCAAAACCCCATTCTGTT

Tabella 7: Sequenza dei primer dei geni di interesse

Per la reazione di amplificazione del campione precedentemente retrotrascritto, ogni miscela
di reazione conterra:

e 200 mM di primer senso ed anti-senso,

e 10 pL di SsoFAST EvaGreen PCR Supermix (Bio-Rad Laboratories Inc., CA),

e 72uLH,0e

e cDNA[100 ng/pL],
in un volume totale di 20 L.
Le reazioni di Real-Time PCR sono state eseguite in duplicato e il templato € stato amplificato
secondo una reazione di PCR classica che ha previsto una prima fase di denaturazione a +98°C
per 30", seguita da 40 cicli a +95°C per 5” con la separazione dei filamenti, una seconda fase di
annealing (Tm=+60°C per 30") con l'appaiamento dei primer alle sequenze specifiche e il
legame di poche molecole fluorescenti alla doppia elica. Durante I'elongazione I'aumento di
fluorescenza osservato corrisponde all’incremento del numero di copie dell’amplicone. | valori
di fluorescenza emessi sono stati rilevati in tempo reale da un opportuno dispositivo

fluorimetrico collegato ad un computer che ha provveduto all’elaborazione dei dati.
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Al fine di verificare la specificita dei prodotti amplificati, gli ampliconi sono stati testati
attraverso l'analisi delle curve di Melting, generate a partire da +65°C a +95°C con un

incremento di 0.5 gradi ad ogni ciclo.

3.4.2 Selezione dei geni di riferimento

Seguendo le recenti linee guida (MIQE Guidelines, Bustin SA., et al 2009; Martino A., et al
2011) al fine di ottenere un’accurata normalizzazione dei dati di Real-Time PCR, & importante
effettuare un’attenta selezione dei geni di riferimento. In un recente studio, Caselli e
collaboratori (Caselli C., et al 2013) partendo da un gruppo di 9 geni candidati di riferimento
hanno selezionato quelli piu stabili per I'analisi dell’espressione genica nel tessuto cardiaco in

un protocollo sperimentale simile a quello di questo lavoro di tesi (Fig. 31).
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Figura 31: A) Espressione dei geni di riferimento candidati in campioni di tessuto cardiaco provenienti da un gruppo
di pazienti con VAD rispetto a campioni provenienti da un gruppo controllo (HT). B) Valutazione della stabilita di
espressione dei geni di riferimento (M value). | valori di M sono riportati in funzione del numero progressivo di geni

selezionati per i gruppi HT, LVAD, per le diverse regioni cardiache, RV e LV; il valore di M é stato valutato durante la
graduale esclusione dei geni meno stabili per ogni gruppo. Modificato da Caselli C., et al 2013.
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Sulla base di questi risultati e stato scelto di usare PPIA (Peptidylpropyl isomerae A),YWHAZ
(Tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide) e RPL13a (Ribosomal
protein L13a) come geni di riferimento (Tabella 8) la cui stabilita & stata confermata nelle nostre

condizioni.

Gen-Bank,

PRIMER
Nn° accesso

F: CTTGGGCCGCGTCTCCTTCG
PPIA NM_021130
R: TTGGGAACCGTTTGTGTTTGGGGC

F: ATGCAACCAACACATCCTATC
YWHAZ NM_00113572
R: GCATTATTAGCGTGCTGTCTT

F: CGCCCTACGACAAGAAAAAG
RPL13a NM_012423
R: CCGTAGCCTCATGAGCTGTT

Tabella 8: Geni di riferimento

3.4.2.1 Normalizzazione dei dati ottenuti in Real-Time PCR

L'espressione dell’mRNA dei geni di riferimento € stata misurata attraverso Real-Time PCR sia
nei campioni ottenuti da pazienti pre-LVAD, sia post-LVAD che dai pazienti controllo HT. La
stabilita di ogni gene di riferimento nei campioni di tessuto cardiaco, € stata stimata attraverso
la combinazione della tecnologia software GeNorm e gBase (Biogazelle, Bio-Rad, Laboratories
Inc., CA), al fine di determinare i geni piu stabili. Tale algoritmo ha permesso di calcolare il
fattore di normalizzazione individuale per ciascun campione analizzato, basandosi sui livelli di
espressione dei geni di riferimento piu stabili.

La stabilita genica & espressa dal valore M che & calcolato come la media geometrica della
variazione di espressione del gene stesso e di tutti gli altri analizzati. | geni piu stabili vengono
selezionati attraverso I'esclusione selettiva di quelli meno stabili, fino al raggiungimento di un
valore soglia di stabilita (M < 0.7).

—AACt

La quantificazione relativa dei dati e stata effettuata con il metodo del 2 attraverso il CFX

Manager Software (Bio-Rad, Laboratories Inc., CA).
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3.5 Determinazione dei livelli circolanti di ST2 e IL-33

I livelli circolanti di sST2 e IL-33 sono stati misurati nei campioni di plasma tramite saggi
immunometrici specifici (R&D Systems, Minneapolis, MN-USA).

Per entrambi gli analiti, il saggio immunoenzimatico € di tipo a sandwich, le cui fasi principali
sono illustrate in Fig. 32. In breve, i micropozzetti della piastra sono rivestiti da un anticorpo
specifico per I'antigene da misurare. Concentrazioni scalari di antigene standard, per la
costruzione della curva dose-risposta, e campioni incogniti vengono aggiunti ai pozzetti e se
I'antigene € presente nel campione verra immobilizzato dall’anticorpo sulla piastra. Dopo due
ore di incubazione e lavaggio della piastra, viene aggiunto un anticorpo secondario, specifico
per I'antigene in esame coniugato con perossidasi. Dopo ulteriori due ore di incubazione e
lavaggi, necessari per eliminare tutto cid che non si & legato, si aggiunge il substrato
cromogeno della perossidasi, in presenza di perossido di idrogeno. Dopo lo sviluppo della
reazione colorimetrica, la lettura della densita ottica a 450nm permettera di determinare la
concentrazione dei campioni incogniti, grazie alla curva di calibrazione costruita in ogni
esperimento.

Per la determinazione di sST2, la concentrazione minima misurabile € di circa 5.0 pg/mL e per
IL-33 di 0.52 pg/mL. Per quanto riguarda il livello di precisione, il coefficiente di variazione

(CV%), sia fra saggi che nel saggio & mediamente inferiore al 7% sia per sST2 % che per IL-33.
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Figura 32: Rappresentazione di un classico test ELISA a sandwich
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3.6 Analisi statistica

| dati sono espressi come media e intervallo interquartile (I, 11). Per eseguire I'analisi dei dati
sono state utilizzate statistiche non parametriche perché i valori dei parametri in oggetto non
erano distribuiti normalmente. Le differenze di espressione tra gruppi di pazienti sono state
valutate con il test-U di Mann-Whitney. Le differenze dei livelli plasmatici basali di citochine e a
1 mese dall’impianto del LVAD sono state valutate con il test Wilcoxon Signed-Rank.

Le variabili, non normalmente distribuite, sono state trasformate logaritmicamente per la
normalizzazione prima dell’analisi di correlazione dei dati; & stato utilizzato il test di
correlazione di Pearson per I'analisi di correlazione tra le variabili. Un P<0,05, a due code, &
stato considerato statisticamente significativo. L'analisi statistica € stata effettuata utilizzando
I'SPSS v19 (1989-2010, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4 Risultati metodologici

4.1 Estrazione di RNA totale

La Fig. 33 riporta i valori della resa di estrazione di RNA totale, partendo sia da campioni di

tessuto cardiaco conservati in RNAlater che da campioni liofilizzati.
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Figura 33: Resa di estrazione di RNA e modalita di conservazione: campioni conservati in RNAlater (box rosso)
campioni liofilizzati (box blu).

La purezza dell’lRNA, valutata attraverso la determinazione del rapporto fra le assorbanze del
campione rispettivamente a 260 nm ed a 280 nm non varia in funzione della tecnica di
conservazione e di estrazione dei campioni (Fig. 34) ed e risultata compresa nell'intervallo 1,8-

2,1.
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Figura 34: Purezza del’RNA e modalita di conservazione dei campioni tissutali: campioni conservati in RNAlater
(n=15; box rosso), campioni liofilizzati (n=7; box blu). Rapporto tra A,/ Asg per verificare eventuale contaminazione
daproteine.
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Tutti i campioni sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di agarosio per valutare I'integrita
dell’RNA; a seguito della corsa elettroforetica, per mezzo della luce ultravioletta a 260 nm, &
stato possibile osservare le due bande corrispondenti alle subunita 18 S e 28 S di rRNA (Fig.
35).

L'integrita dell’lRNA & un requisito fondamentale per I'analisi dell’espressione genica in quanto
i pattern di espressione genica possono essere alterati sia da induzione o inibizione della
trascrizione sia da eventi di degradazione specifica o aspecifica del’lRNA a seguito
dell’estrazione. Infine, per confermare i valori di concentrazione ottenuti tramite lettura
spettrofotometrica, la densita ottica € stata analizzata con il programma QuantityOne (Biorad)
utilizzando, come riferimento, uno standard di RNA totale di cellule umane (1 pg/ul). | risultati

ottenuti sono risultati pienamente comparabili.

A [

Figura 35: Integrita dell’'RNA: A) quantizzazione; B) corsa elettroforetica su gel d'agarosio relativa a 5 campioni del
gruppo pre-LVAD (presi come esempio): risultano ben visibili le bande a 18S (in basso) e 28S (in alto).

4.2 Analisi _Real-Time PCR: valutazione delle condizioni ottimali di

reazione
Per valutare I'efficienza e la linearita dell’amplificazione di ciascun gene analizzato, sono state

effettuate reazioni di Real-Time PCR variando la temperatura di annealing e la concentrazione
di RNA.

In Fig. 36 €& riportato un esempio relativo alla messa a punto delle condizioni ottimali di Real-
time PCR per il gene di riferimento RPL13a. In Fig 36A) sono riportati i cicli-soglia ottenuti da
diluizioni seriali 1:5 di un campione di tessuto cardiaco; la Fig 36B) rappresenta la retta
standard dalla relativa alle precedenti diluizioni del campione che permette di valutare

I'efficienza dei primer del gene in esame, mentre in Fig. 36C) e 36D) sono riportate
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rispettivamente la curva di Melting ottenuta per il gene studiato in funzione della temperatura

e la derivata negativa della curva di Melting in funzione della temperatura e della fluorescenza.
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Figura 36: Analisi Real-Time PCR per il gene RPL13a nel tessuto cardiaco umano; A) cicli soglia (Ct) e curve di
amplificazione; B) retta standard : pendenza = 3.23, efficienza = 104%, R? = 0,999; C) curva di Melting ottenuta in
funzione della temperatura; D) derivata negativa (-d) della curva di Melting in funzione di Temperatura e
fluorescenza (picco di Melting).

L’efficienza di ciascun gene analizzato € risultata nel range di 90-105%. Ciascun primer é stato
utilizzato ad una concentrazione di 0,2 uM, mentre la temperatura di Melting (Tm) cosi come il

numero di cicli variava per ogni specifica coppia di primer (Vedi Tabella 9).

4.3 Selezione dei geni di riferimento

Nel gruppo di campioni utilizzati per questo studio, dalla combinazione della tecnologia
software GeNorm e gBase, PPIA, RPL13a e YWHAZ sono risultati i tre geni di riferimento che
presentavano una maggiore stabilita (valore M<0,7), confermando i risultati dello studio di

Caselli e collaboratori (Caselli C., et al 2013).
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GENI Tm°C Cicli |

ADN 58° 30
IL-6 64.5° 31
TNF-a 58° 33
GDF-15 64.5° 32
IL-33 60° 33
ST2 60° 31
IL-8 64.3° 34
PPIA 60° 29
YWHAZ 60° 32
RPL13a 60° 25

Tabella 9: Condizioni di analisi Real-time PCR scelte per ogni coppia di primer, sia per i geni in esame che per i geni
di riferimento
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5 Risultati sperimentali

5.1 Caratteristiche cliniche dei pazienti

Le caratteristiche cliniche dei pazienti appartenenti ai gruppi sperimentali in esame (pre-LVAD,

HT e post-LVAD) sono riportate in Tabella 10.

Gruppo pre- LVAD e gruppo HT

L'etd media dei candidati al LVAD (gruppo pre-LVAD) é paragonabile a quella dei pazienti del
gruppo HT. La causa clinica determinante che ha portato allo SC 12 dei 22 pazienti del gruppo
pre-LVAD e 6 dei 7 pazienti del gruppo HT e risultata nella cardiomiopatia dilatativa idiopatica
(IDC).

| parametri ecocardiografici e le terapie mediche non differiscono tra i pazienti pre-LVAD e HT;
l'uso di agenti anti-piastrinici e anticoagulanti, é risultato prevalente nel gruppo pre-LVAD
rispetto al gruppo HT, in quanto i pazienti in attesa di trapianti devono necessariamente
assumere questo tipo di farmaci. | valori della bilirubina totale e della creatinina non hanno

mostrato differenze significative tra i due gruppi.

Gruppo pre-LVAD e gruppo post-LVAD

L’eta media dei pazienti del gruppo post-LVAD ¢ inferiore rispetto ai pazienti del gruppo pre-
LVAD. Nel gruppo post-LVAD, il tempo medio di supporto prima del trapianto di cuore era 367
(152-483) giorni. Al momento del trapianto cardiaco, nei pazienti del gruppo post-LVAD, i livelli
dell'indice cardiaco, di pressione atriale destra, di pressione polmonare capillare, cosi come i
livelli di NT-proBNP erano inferiori a quelli del gruppo pre-LVAD, e paragonabili a quelli dei

pazienti del gruppo HT.

Condizioni cliniche dopo I'impianto del LVAD

Dopo impianto LVAD, tutti i pazienti del gruppo pre-LVAD hanno avuto un miglioramento
emodinamico postoperatorio rispetto alla condizione pre-impianto (dati non mostrati).

A 3 mesi dall’'operazione, 4 dei 22 pazienti (18%) del gruppo pre-LVAD erano morti, in genere
durante la degenza in terapia intensiva (seconda e terza settimana postoperatoria), con
sindrome da insufficienza multiorgano (MOFS) come principale causa di morte. Tra i
sopravvissuti, la durata media della degenza in terapia intensiva e stata di 14 (9-23) giorni,

mentre I'ospedalizzazione era di 45 (30-67) giorni.
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In tutti i pazienti, il tSOFAscore a 1 settimana postoperatoria € risultato superiore a quello pre-
impianto [9 (4-10) e 4 (2-5), rispettivamente, p = 0.001]. Tuttavia, otto pazienti hanno
manifestato una grave insufficienza multiorgano evidenziata da un punteggio tSOFA
postoperatorio > 11. Complessivamente, 9 dei 22 pazienti (41%) hanno manifestato un

punteggio tSOFA postoperatorio > 11 e/o morte durante la degenza in terapia intensiva,

questo due eventi vengono considerati insieme come end-point integrato di prognosi.
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Gruppo Gruppo
Pre-LVAD Post-LVAD

(n=22) (n=6)
Eta 58 (48-64) 55 (46-62) 0.459 44 (41-51) 0.031
Maschi, n (%) 19 (86) 5 (71) 0.569 6 (100) 1.000
Etiologia, n (%) 0.202 0.673
IDC 12 (55) 6 (86) 4 (67)
IHD 10 (46) 1(14) 2 (33)
Trattamenti, n (%)
ACE-1 /0 ARB 13 (59) 5 (71) 0.677 3 (50) 1.000
Beta-bloccanti 16 (80) 5 (71) 0.633 4 (67) 0.596
Statine 6 (27) 2 (29) 1.000 0.284
gii?;ggregan . 12 (54) 2 (29) 0.390 6 (100)° 0.062
Inotropi 11 (50) 1(14) 0.187 2 (33) 0.655
Creatinina, mg/dL 1'05_22')90' 132(1.00-L78) | 0313 | 0.95(0.83-148) | 0599
£-Bil, mg/dL 1'4f_é%)55' 0.76 (0.48-1.14) | 0212 | 0.73(0.31-134) | 0.199
NT-proBNP, ng/L 283502123;71' 2389 (840-5762) | 0522 | 599 (158-1036) | 0.007
LVEF, % 23 (19-25) 28 (20-29) 0.220 32 (20-33) 0.104
LVEDV, mL 202 (173-291) | 228(206-300) | 0.185 | 239(197-259) | 0.820
LVEDD, mm 67 (57-71) 70 (68-79) 0.132 68 (60-75) 0.633
RAP, mmHg 5 (3-10) 3 (2-5) 0.074 5 (2-10) 0.969
PCWP, mmHg 25 (17-31) 11 (4-20) 0.019 10 (7-21) 0.023
Cl, L/min/m? 17(14-22) | 20(1527) 0362 | 23(19-28 | 0085
PAPs, mmHg 55 (42-63) 28 (19-42) 0.012 29 (21-33) 0.006

Tabella 10: Caratteristiche cliniche dei pazienti. Dati espressi come mediana (I-1ll interquartile) e come frequeza
(percentuale). ACE:enzima che converte angiotensina; ARB:bloccante del recettore per I'angiotensina; Cl: indice
cardiaco; IDC: cardiomiopatia dilatativa idiopatica; IHD: cardiopatia ischemica; LVEDD: diametro tele diastolico del
ventricolo sinistro; LVEDV: volume tele diastolico del ventricolo sinistro; LVEF: frazione d’eiezione del ventricolo
sinistro; PAPs: pressione arteriosa polmonare sistolica; PCWP: pressione polmonare capillare; RAP: pressione atriale
destra; t-Bil: bilirubina totale; P value™ pre-LVAD vs. HT; P value” pre-LVAD vs. post-LVAD ; °P < 0.05 vs. HT.
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5.2 Valutazione della condizione infiammatoria

La valutazione della condizione infiammatoria del muscolo cardiaco e stata effettuata
misurando l'espressione a livello di mRNA tramite real-time PCR, di classici mediatori
infiammatori (IL-8, IL-6 e TNF-a) e di nuovi indici coinvolti nel processo di flogosi (IL-33, ST2,
GDF-15 e ADN) nei tre gruppi di pazienti analizzati. | risultati ottenuti sono riportati nelle Fig.

37; 38; 41.

Condizione inflammatoria basale nei pazienti con SC grave

| risultati relativi ai biomarcatori del processo inflammatorio ottenuti nei pazienti con SC grave
al momento dell'impianto del LVAD (gruppo pre-LVAD) sono stati confrontati con quelli
ottenuti nel gruppo di pazienti con SC stabile sottoposti direttamente al trapianto (gruppo HT).
Come si puo osservare in Fig. 37, i livelli di espressione di IL-8 risultano significativamente piu
bassi nel gruppo pre-LVAD rispetto al gruppo HT (Fig. 37A); diversamente accade per I'lL-6 che
ha mostrato livelli significativamente piu alti nel gruppo pre-LVAD rispetto ad HT (Fig. 37C).

Non si hanno differenze significative nei due gruppi per il TNF-a (Fig. 37B).
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Figura 37: Livelli di espressione di A)IL-8, B)TNF-a, C)IL-6, nei campioni di tessuto cardiaco dei pazienti
rispettivamente dei gruppi HT(pazienti=7, campioni=35), pre-LVAD (campioni=22) e post-LVAD (pazienti=6,
campioni=30). Ogni box & costituito da 5 linee orizzontali che mostrano il: 10°, 25°, 50°, 75°, 90° percentile della
variabile. Tutti i valori sopra il 90° percentile e sotto il 10° percentile sono riportati separatamente.
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Per quanto riguarda I'espressione cardiaca di IL-33 e ST2, questa nuova via infiammatoria, si €
ottenuto che sia per il ligando che per il suo recettore I'espressione dei rispettivi trascritti
risulta significativamente inferiore nel gruppo pre-LVAD rispetto al gruppo di controllo (HT)

(Fig. 38A,B).
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Figura 38: Livelli di espressione di A) IL-33 e B) ST2 rispettivamente nei gruppi HT (pazienti=7, campioni=35), pre-
LVAD (campioni=22) e post-LVAD (pazienti=6, campioni=30). Ogni box & costituito da 5 linee orizzontali che
mostrano il: 10°, 25°, 50°, 75°, 90° percentile della variabile. Tutti i valori sopra il 90° percentile e sotto il 10°
percentile sono riportati separatamente.

E interessante osservare che nel gruppo pre-LVAD, i livelli d’espressione cardiaca di ST2 sono
associati all’eziologia dello SC, essendo significativamente piu alta I'espressione del gene per

questo recettore nei pazienti IDC che nei pazienti IHD, come riportato in Fig. 39.
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Figura 39: Livelli di espressione cardiaca di ST2 in soggetti con SC con origine eziologica diversa, pazienti
IHD(cardiopatia ischemica)=10; pazienti IDC(cardiomiopatia dilatativa)=12.

St2, Espressione Relativa

Inoltre, per ST2 é stata trovata una correlazione positiva fra il punteggio tSOFA perioperatorio,

e i livelli di espressione di mRNA nel cuore (Fig. 40).
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Figura 40: Correlazione tra i livelli di espressione di ST2 e il punteggio tSOFA perioperatorio
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Figura 41: Variazione dei livelli di espressione di A) GDF-15, B) ADN, nei gruppi controllo HT (pazienti=7,
campioni=35), pre-LVAD (campioni=22) e post-LVAD (pazienti=6, campioni=30). Ogni box & costituito da 5 linee
orizzontali che mostrano il: 10°, 25°, 50°, 75°, 90° percentile della variabile. Tutti i valori sopra il 90° percentile e
sotto il 10° percentile sono riportati separatamente.

Non si osservano differenze significative nei livelli di espressione del GDF-15 tra il gruppo
controllo HT e il gruppo pre-LVAD (Fig. 41A). Diversamente per I’ADN i livelli di espressione
risultano significativamente piu alti (Fig. 41B) nel gruppo HT rispetto al pre-LVAD.

Cambiamenti nel profilo inflammatorio dopo I'impianto del dispositivo LVAD

L'effetto del supporto LVAD sulla condizione infiammatoria € stato valutato comparando i
livelli di espressione genica tissutale del gruppo pre-LVAD con quelli di un gruppo di pazienti al

momento dello svezzamento dal dispositivo di supporto meccanico (gruppo post-LVAD).
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Sia i mediatori inflammatori tradizionali (Fig. 37A,B,C) che IL33/ST2 (Fig. 38A,B) risultano
significativamente piu elevati nel gruppo post-LVAD rispetto al gruppo pre-LVAD.

Anche i livelli di ADN risultano significativamente piu alti nel gruppo post-LVAD rispetto al pre-
LVAD (Fig. 41B).

I livelli cardiaci di TNF-a e IL-33 nel gruppo post-LVAD risultano comparabili con i loro rispettivi
livelli nel gruppo HT (Fig. 37B; 38A), mentre i livelli cardiaci di IL-8, IL-6 , ST2 e GDF-15 sono
significativamente piu alti nel gruppo post-LVAD rispetto al gruppo HT (Fig. 37A,C; 38B; 41A).
Inoltre, i livelli di espressione di ST2 correlano con i livelli di espressione di: IL-33 (Pearson r=
0.520, p=0.001), IL-6 (Pearson r=0.688, p<0,0001)e IL -8 (Pearson r=0.799, p<0.0001).

5.3 Misuradei livelli circolanti di IL-33 e sST2

La determinazione IL-33 e sST2 é stata effettuata su campioni plasmatici ottenuti dai pazienti

del gruppo pre-LVAD a tempo zero (prima dell’impianto) e dopo un mese dall'impianto del
dispositivo di assistenza ventricolare. Per sST2 non si osservano modificazioni significative (Fig.
42A) fra le concentrazioni ematiche ai due tempi di campionamento, mentre i livelli di IL-33
risultano significativamente diminuiti ad un mese dall'impianto del dispositivo rispetto ai

valori al pre-impianto (Fig. 42B).
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Figura 42: Concentrazioni plasmatiche di A) sST2, B) IL-33 nei pazienti pre-LVAD basalmente ed ad un mese
dall'impianto.

Per questa nuova via di segnalazione IL-33/ST2, é stata trovata una correlazione significativa

tra livelli plasmatici dei due target e i loro rispettivi livelli di espressione a livello cardiaco .
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I livelli di espressione genica di ST2 nel tessuto cardiaco correlano positivamente con i livelli

circolanti di sST2 (Pearson r=0.771, p=0.003) mentre i livelli di IL-33 cardiaca correlano

negativamente con i livelli circolanti di IL-33 (Pearson r= -0,613, p=0.034). Inoltre, per ST2 &

stata trovata una correlazione positiva fra i suoi livelli plasmatici, sST2, e il tSOFA score

(Pearson r = 0.449, p=0.107).

5.4 Relazione con gli indici di prognosi

[l decorso clinico dei pazienti con SC allo stadio avanzato (gruppo pre-LVAD) é stato valutato

considerando gli indici di prognosi.

L'espressione cardiaca di ST2 valutata a livello di pre-impianto, ha mostrato una correlazione

positiva con la lunghezza della degenza della terapia intensiva, I’ospedalizzazione e il punteggio

tSOFA a 1 settimana (Fig. 43A,B,C).
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Inoltre, I'espressione cardiaca di ST2 era piu alta nei pazienti con end-point integrato di
prognosi (Fig. 43D).
I livelli di espressione GDF-15 valutati al pre-impianto correlano positivamente con la durata

della degenza in terapia intensiva (Fig. 44).
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Figura 44: Correlazione tra i livelli di espressione di GDF-15 e il tempo di degenza in terapia intensiva.

Analizzando i dati ottenuti dal circolante e gli indici di prognosi, si nota che i livelli plasmatici di
sST2 tendono ad essere correlati con la lunghezza dell'ospedalizzazione (Pearson r=0.453,
p=0.104) mentre i livelli di IL-33 non mostravano correlazioni significative con i parametri
clinici.

Infine, nessuno dei biomarcatori studiati ha mostrato differenze, sia a livello di espressione che
di concentrazione plasmatica, tra i pazienti deceduti entro il primo mese dopo I'impianto di

LVAD rispetto a coloro che sono sopravvissuti per piu di 1 mese.

La principale limitazione di questo studio & rappresentata dal basso numero di pazienti.
Tuttavia, per il gruppo controllo HT e per il gruppo post-LVAD ¢ stato possibile raccogliere,
dallo stesso paziente, tessuto miocardico al momento del trapianto d’organo sia dal ventricolo
sinistro che dal ventricolo destro permettendo una migliore interpretazione dei risultati.
Inoltre, questa ridotta dimensione del campione ha reso difficile la valutazione dell'impatto
delle diverse variabili cliniche (ad esempio terapie, fattori di rischio ecc.) sulla modulazione
della via IL-33/ST2.
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Studi recenti suggeriscono che I'inflammazione riveste un ruolo importante nella progressione
dello SC (Schultz Jel J., et al 2002; Heymans S., et al 2009; Jiang B., et al 2010; Ambardekar AV.,
et al 2011; Kleinbongard P., et al 2011); tuttavia I'introduzione di terapie anti-inflammatorie
nella sperimentazione clinica, come l'uso di farmaci che inibiscono I'azione del TNF-a, non ha
dato i risultati sperati nei pazienti scompensati (Heymans S., et al 2009). Questo ha reso
necessaria una migliore comprensione del ruolo dell’infiammazione nello SC e di tutti i processi
in cui essa é coinvolta in modo da individuare nuovi possibili bersagli terapeutici.

L’argomento di questo lavoro di tesi si colloca in questo contesto, in quanto si propone di
determinare nello SC nuovi indici legati al processo infiammatorio e di confrontarli con le
classiche citochine infiammatorie, sia a livello d’organo che nella circolazione periferica, con lo
scopo sia di valutarne la possibile modulazione che di correlarli con la prognosi a breve termine
dopo impianto di LVAD.

| risultati di questo lavoro di tesi hanno mostrato che i pazienti con SC in stadio avanzato
presentano alterazioni dei livelli dei mediatori dell'infiammazione, sia a livello plasmatico che
nel tessuto cardiaco, e che queste alterazioni possono essere corrette grazie al supporto
meccanico dato dal LVAD.

| mediatori infiammatori classici come IL-8 e TNF-a risultano piu bassi nei pazienti con SC meno
stabili (gruppo pre-LVAD) rispetto al gruppo dei pazienti sottoposti direttamente a trapianto di
cuore con la sola terapia medica (gruppo HT); tali livelli sono piu alti dopo il supporto con
LVAD, raggiungendo un livello paragonabile a quello dei pazienti del gruppo HT.

Per quanto riguarda i nuovi indici di flogosi, un dato di particolare rilevanza € quello relativo
alla modulazione del sistema IL-33/ST2 osservata in questo studio. Una espressione
significativamente pit bassa di ST2 e IL-33 & stata trovata nei campioni di tessuto cardiaco
ottenuti dai pazienti candidati al supporto con LVAD (gruppo pre-LVAD) rispetto ai pazienti piu
stabili che rispondono meglio alla terapia farmacologica, gruppo HT, sottoposti direttamente
al trapianto cardiaco. Questa ridotta espressione di entrambi gli indici potrebbe essere
coinvolta nel peggioramento della funzione cardiaca dei pazienti del gruppo pre-LVAD (Schultz
Jel J., et al 2002; Heymans S., et al 2009; Jiang B., et al 2010; Kleinbongard P., et al 2011;
Ambardekar AV., et al 2011). Questa osservazione € in linea con precedenti studi che indicano
come il meccanismo di segnale mediato da IL-33/ST2 abbia effetti protettivi nella regolazione
della risposta miocardica al sovraccarico di pressione (Weinberg EO., et al 2002; Sanada S.
2007; Seki K 2009). Infatti € stato dimostrato che I'espressione a livello di mRNA di ST2 ¢
fortemente indotta nei cardiomiociti in seguito a sforzo meccanico o a trattamento con IL-1p
mentre i suoi livelli sierici risultano transitoriamente aumentati nei topi sottoposti a legatura

dell'arteria coronarica (Weinberg EO., et al 2002). Per quanto riguarda I'lL-33, questa € una
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proteina biomeccanicamente indotta nel cuore, sintetizzata dai fibroblasti cardiaci e in grado
di antagonizzare I'ipertrofia dei cardiomiociti indotta da angiotensina Il e fenilefrina (Sanada S.,
et al 2007). IL-33 puo anche ridurre I'apoptosi dei cardiomiociti, diminuire infarto e fibrosi, e
migliorare la funzione ventricolare in vivo attraverso la soppressione dell’attivita della caspasi-
3 e incrementando I’'espressione della famiglia di proteine di inibizione dell’apoptosi (IAP) (Seki
K., etal 2009).

[l coinvolgimento della via IL-33/ST2 nella protezione cardiaca & confermato dall'aumento dei
loro livelli con lo scarico meccanico dopo il supporto con LVAD, che € in grado di rendere i
livelli di IL-33/ST2 comparabili a quelli osservati per il gruppo di pazienti controllo, suggerendo
che la variazione dell’espressione di IL-33/ST2 potrebbe essere correlata al processo di
rimodellamento inverso indotto da scarico meccanico. Cid € supportato anche
dall’associazione positiva tra ST2 con i classici marcatori molecolari dell’infiammazione e con il
punteggio tSOFA, un indicatore clinico di condizione infiammatoria sistemica (Chen YS., et al
2001).

| trascritti per ADN e GDF-15, per la loro azione cardioprotettiva, confermano guanto suggerito
dagli indici piu specifici di flogosi; infatti I'espressione cardiaca di entrambi risulta
significativamente piu alta dopo supporto meccanico rispetto agli altri due gruppi studiati
mentre i livelli piu bassi di espressione si ritrovano nel gruppo pre-LVAD.

Dato il ruolo rilevante di IL-33/ST2, le concentrazioni plasmatiche di entrambi gli indici sono
state misurate nella circolazione periferica di pazienti sottoposti a supporto meccanico, sia
basalmente che dopo un mese dall’impianto. I livelli circolanti di sST2 ad un mese dall’impianto
del LVAD non risultano modificati rispetto a quelli osservati basalmente. E’ interessante notare
come questi ultimi correlino positivamente con i livelli di espressione di ST2 nel tessuto
cardiaco, confermando il contributo del cuore nella produzione di sST2, precedentemente
dimostrata in vitro da un diverso tipo di cellule cardiache (Miller AM., et al 2008; Demyanets
S., et al 2013). Su questo esistono, tuttavia, dati discordanti e questo rimane un punto
importante che deve essere ulteriormente chiarito (Bartunek J., et al 2008).

In modelli animali, & stato osservato che sST2 funziona come recettore decoy solubile
bloccando gli effetti anti-ipertrofici di IL-33 (Seki K., et al 2009) e questa azione, insieme alla
produzione cardiaca di sST2, potrebbe spiegare il valore prognostico negativo di questo
biomarcatore nei soggetti con SC. Diversi studi hanno dimostrato il valore prognostico della
misurazione di sST2 sierico in varie malattie cardiovascolari, mostrando che i livelli basali di
sST2 erano un predittore significativo di mortalita cardiovascolare e di SC (Boisot S., et al
2008; Wang TJ., et al 2012). In questo lavoro di tesi € stato dimostrato che I'espressione di ST2

cardiaco e correlata positivamente con indici di prognosi e che sST2 tendeva ad essere
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positivamente correlata con la durata del ricovero. Questi risultati potrebbero suggerire che la
forma solubile di ST2, prodotto dal muscolo cardiaco, potrebbe anche agire nella circolazione
periferica come recettore decoy per IL-33 riducendo cosi il suo effetto protettivo (Seki K., et al
2009). Di conseguenza, questa azione di ST2 potrebbe spiegare il suo ruolo prognostico
negativo nello SC, come confermato dai nostri risultati.

Per I'lL-33, non ci sono dati disponibili in letteratura relativi alle sue concentrazioni sieriche o
plasmatiche nella malattia cardiovascolare. Mentre & noto che i livelli di IL-33 sono elevati in
alcune malattie reumatiche (Miller AM., et al 2011) dal nostro studio emerge che i suoi livelli,
nelle malattie cardiovascolari, sono bassi probabilmente proprio a causa degli elevati livelli di
sST2. Inoltre, al contrario di sST2, prima dell'impianto del LVAD I'lL-33 cardiaca & correlata
negativamente con la sua concentrazione plasmatica ed € risultata significativamente
diminuita dopo 1 mese rispetto ai suoi valori prima del supporto LVAD, suggerendo un
meccanismo di regolazione diverso per IL-33. IL-33 € una citochina con una doppia funzione,
agendo sia come una citochina tradizionale attraverso |'attivazione del complesso recettoriale
ST2L e sia come fattore nucleare intracellulare con proprieta di regolazione trascrizionale. E in
grado di attivare le cellule sia del sistema dell’immunita innata che adattativa, agendo come un
allarme per allertare il sistema immunitario in caso di necrosi, ed a seconda della malattia puo
sia promuovere la risoluzione di inflammazione o sostenere la condizione patologica
(Haraldsen G., et al 2009).

Un ulteriore importante risultato emerso da questo studio € che i livelli di espressione cardiaca
di ST2 sono significativamente piu bassi nei pazienti con ischemia (IHD) rispetto a pazienti con
eziologia idiopatica dilatativa (IDC). Dati precedenti indicano chiaramente che gli effetti
benefici dell’LVAD sono in parte relativi all’eziologia dello SC. Infatti, lo SC allo stadio avanzato
correlato ad infarto del miocardio ha dimostrato dare risposte meno soddisfacenti alla terapia
LVAD rispetto allo SC di origine non ischemica (Butler CR., et al 2012). La risposta dell’IDC alla
terapia LVAD é di particolare interesse perché il miocardio, pur essendo disfunzionante, risulta
essere ancora vitale. Pertanto, in questo studio ST2 e risultata un'importante molecola
coinvolta nella regolazione dello SC, che ci permette di distinguere le differenti eziologie dello
SC. Quindi, gli elevati livelli di ST2 cardiaca nei pazienti IDC hanno evidenziato e confermato la
sua partecipazione al meccanismo di recupero del cuore.

In conclusione, i risultati di questo studio indicano che i mediatori nuovi e tradizionali
dell'infiammazione sono coinvolti sia nel declino della funzione cardiaca in pazienti con SC in
stadio avanzato sia nel processo di rimodellamento inverso indotto dal supporto LVAD. In
accordo con questa osservazione, recentemente € stato ipotizzato che I'attivazione e la

soppressione dell'inflammazione, opportunamente modulate, possano rappresentare fasi
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critiche per ottenere un efficace rigenerazione cardiaca, suggerendo un ruolo-paradosso
dell’infiammazione nella rigenerazione cardiaca (Jiang B., et al 2010). Inoltre, questi dati
sottolineano la complessita dei processi biochimici associati alle molecole infiammatorie e
contribuiscono a spiegare la conseguente difficolta di sviluppare terapie volte a modularle.

La modulazione del sistema IL-33/ST2 potrebbe costituire un nuovo promettente target
terapeutico per il trattamento o la prevenzione di varie patologie in cui I'infiammazione € un
processo critico, tuttavia, a causa del coinvolgimento del sistema IL-33/ST2 in una varieta di

processi, sono necessari ulteriori studi per definire il suo potenziale clinico.
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GLOSSARIO




Glossario

ACC/AHA: American College of Cardiology/American Heart Association
ADN: Adiponectina

Akt: Proteina chinasi B

AMPK: proteina chinasi attivata dall’AMP

ANP: Peptide Natriuretico Atriale

ATG: Autophagy-releted genes

B-AR: Recettore beta adrenergico

BNP: Peptide Natriuretico Cerebrale

CNP: Peptide Natriuretico C

CVD: Malattie Cardiovascolari

ECM: Matrice Extracellulare

ESC: European Society of Cardiology

ESH: European Society of Hypertension

ET: Endotelina

FADD: Fas Associata con i Domini di Morte
GDF-15: Growth Differentation Factor-15

ICE: Enzima di Conversione dell’interleuchina 1
ICU: Tempo di degenza in terapia intensiva

IDC: Cardiomiopatia Dilatativa Idiopatica

IHD: Cardiopatia Ischemica

IL: Interleuchina

INTERMACS: The Interagency Registry for Mechanical Assisted Circulatory Support
JAK/STAT: Janus kinase/Signal Transducers and Activator of Transcription
LVEF: Frazionedi Eiezione del Ventricolo Sinistro
NF-kB: Fattore di trascrizione Nucleare-kB

NO: Monossido d’Azoto

NYHA: New York Heart Association

OPN: Osteopontina

PI-3K: Fosfatidil-inositolo 3 chinasi

PPIA: Peptidilpropyl isomerae A

RAAS: Sistema Renina Angiotensina Aldosterone
RPL13a: Proteina Robosomiale 13a

RyR: Recettore della Rianodina

SC: Scompenso Cardiaco



Glossario

SERCA: Sarcoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase

TACE: Tumor necrosis factor-a Converting Enzyme
TNF: Tumor Necrosis Factor

TOR: Target Of Rampamicina

LVAD: Dispositivo di Assistenza Ventricolare Sinistra

YWHAZ: Tryptophan 5-monooxygenase protein, zeta polypeptide



