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RIASSUNTO

Parole Chiave: Troponina cardiaca I (cTnl), Peptide Natriuretico di tipo B (BNP), Serotonina (5HT),
Endocardiosi Mitralica (MMVD), Cane.

Introduzione: L’endocardiosi & la cardiopatia piu diffusa nel cane; per diagnosticarla, a supporto
della visita clinica, si utilizzano esami diagnostici quali: elettrocardiografia, radiografia ed
ecocardiografia, che sono relativamente costosi, richiedono tempo, necessitano di apparecchiature
ed esperienza dell’operatore per essere correttamente interpretate. I biomarcatori cardiaci e
neurormonali di nuova generazione potrebbero, anche in urgenza, offrire al medico veterinario
informazioni utili per identificare la presenza di una patologia dell’apparato cardiovascolare.
Obiettivi: Determinare le concentrazioni di cTnI, BNP e serotonina in soggetti affetti da endocardiosi
mitralica; valutare le concentrazioni sieriche di cTnI in cani con MMVD con due diversi analizzatori e
comparare le due metodiche di laboratorio. IMMULITE 2000® & un metodo a chemiluminescenza,
TOSOH & un metodo immunoenzimatico e di BNP con IDEXX e TOSOH; per finire determinare se i
tre biomarcatori cardiaci sono correlati tra loro e con il peggioramento dell’endocardiosi mitralica.
Animali, materiali e metodi: Allo studio clinico hanno preso parte 91 cani affetti da MMVD. In base
ai rilievi clinici e strumentali, il grado d’insufficienza cardiaca dei pazienti & stato classificato
secondo Consensus Statements of the American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM).
Nella successiva fase tutti i cani sono stati testati per la troponina cardiaca I, 8 dei 91 per il BNP e
infine 20 dei 91 anche per la serotonina.

Risultati: E’ stata evidenziata una correlazione tra i due analizzatori della troponina: IMMULITE
2000 e TOSOH, mentre non si rileva nessuna corrispondenza tra le misurazione di BNP ottenute
con IDEXX e TOSOH. Nonostante i valori non altamente significativi per la serotonina e il BNP, le
concentrazioni di ogni biomarcatore aumentano all’aggravarsi della patologia degenerativa
mitralica.

Conclusioni: I nostri risultati sono concordi con i dati bibliografici. Dovranno essere condotti
ulteriori studi su una popolazione pil ampia e omogenea per un ulteriore validazione prima di
entrare a far parte del pannello di esami ematici, normalmente effettuati nella clinica. La rapidita e
la facilita di esecuzione, il costo contenuto e la non invasivita di tali test, li rendono degli ottimi
candidati per I'uso nella pratica veterinaria.

ABSTRACT

Key Words: Cardiac troponin-I (cTnl), Brain natriuretic peptide (BNP), Serotonin (5HT),
Mixomatous mitral valve disease (MMVD), Dog.

Introduction: Myxomatous degenerative mitral valve disease (MMVD) is a common heart disease in
the dog. In order to diagnose this disease, in support of the clinic visit, a number of diagnostic tests
are employed (electrocardiography, radiography and echocardiography). All these tests are
relatively expensive, time consuming, require equipment and experience of the operator to be
properly assessed. The new generation cardiac and neuro-hormonal biomarkers might provide useful
information identifying the presence of cardiovascular system diseases.

Objectives: To determine cTnl, BNP and serotonin concentrations in subjects affected by mitral
valve disease; to evaluate the serum concentrations of cTnl in dogs affected by MMVD through the
use of 2 different analyzers and compare the 2 analytical methods. The IMMULITE 2000 and
TOSOH devices worked by chemiluminescence and immunoassays method, respectively and BNP
with IDEXX and TOSOH method. To assess if the three cardiac biomarkers are related to each
other and with the worsening of the MMVD.

Animals, Materials and Methods: 91 dogs affected by MMVD were included in the study. Dogs were
classified according to clinical and instrumental exams. The patients’ heart failure was classified
according the Consensus Statements of the American College of Veterinary Internal Medicine
(ACVIM). All the dogs were assayed for the cardiac troponin I, 8 out of 91 for BNP and 20 out of 91
for serotonin concentrations.

Results: IMMULITE 2000 and TOSOH method showed similar results in troponin I quantification. On
the other hand no correspondence between values of BNP using the 2 methods (IDEXX vs.
TOSOH) was assessed. Although serotonin and BNP values were quite different from those reported
in the literature, a positive correlation between the biomarkers increase and worsening of the
MMVD was assessed.

Conclusions: The present results concerning the IMMULITE 2000 and TOSOH comparison are in line
with those reported in the literature. A larger and more homogeneous sample size of animals is
requested prior using these tests for clinical evaluations. The low time consuming, simplicity of
execution, the low cost and not the invasiveness of these tests, make them excellent candidates for
the use in clinical practice.




INTRODUZIONE

I termine di “marker biochimici di insufficienza cardiaca” viene
comunemente impiegato per definire alcuni peptidi (BNP, troponina,
serotonina ecc.), i cui livelli plasmatici appaiono correlati con lo stadio
clinico e la condizione emodinamica, nonché con la prognosi dei pazienti
affetti da patologie cardiache. Il biomarker cardiaco ideale potrebbe essere
definito come una sostanza, il cui dosaggio consente di diagnosticare la
patologia cardiaca, svelare eventuali forme occulte, discriminare Ila
dispnea cardiaca da quella su base respiratoria ed infine, fornire
indicazioni prognostiche e terapeutiche. In medicina umana il dosaggio dei
peptidi natriuretici viene ormai eseguito di routine in campo cardiologico,
rappresentando un valido ausilio nel monitoraggio dei pazienti cardiopatici.
Nonostante I'ampia descrizione di tutti i biomarcatori che intervengono nei
vari processi patologici del cuore, di fatto, sono due quelli veramente
utilizzati nella pratica clinica veterinaria: BNP e troponina.

Alla diffusione dell’utilizzo di tali biomarker ha contribuito senza dubbio la
loro non invasivita e la semplicita della determinazione analitica. Nel cane,
nonostante la presenza in commercio di kit diagnostici appositamente
validati per questa specie, il loro inquadramento nell’ambito di un iter
diagnostico per la gestione clinica del paziente cardiopatico, appare ancora
poco definito, necessitando di ulteriori verifiche cliniche.

I biomarker cardiaci, non possono rappresentare l'unico elemento su cui
basare la gestione dei pazienti cardiopatici e il loro significato deve essere
sempre interpretato nell’'ambito di una valutazione clinico-diagnostica
completa ed articolata.

I vantaggi dell'impiego di test con i biomarker sono la velocita di
acquisizione dei risultati e un ottimo costo-beneficio, anche se, ad oggi,
I'esame “gold standard” per diagnosticare e monitorare |'evoluzione delle
cardiopatie in ambito veterinario & I’ecocardiografia.

In questo lavoro si vuole cercare di dare un imput alla strategia multi-

marker, che potrebbe rappresentare, in futuro, un valido aiuto per il
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cardiologo, per stratificare il rischio nei pazienti veterinari, determinare la
gravita della patologia e la prognosi del paziente. Alla cTnI e al BNP, nel
nostro lavoro, € stata aggiunta la serotonina, biomarker cardiaco di piu
recente introduzione che si ritiene abbia un ruolo importantissimo nella
patogenesi della malattia degenerativa mitralica.

Nel primo capitolo abbiamo fatto una sintesi delle informazioni presenti in
bibliografia sui biomarcatori, soffermandoci sulla storia di quelli cardiaci,
dalle prime scoperte ad oggi e facendo poi riferimento, nel particolare, alla
troponina, al peptide natriuretico di tipo B e alla serotonina.

Nel secondo capitolo & stata analizzata la patologia degenerativa della
valvola mitralica o endocardiosi.

Nel terzo capitolo vengono presi in considerazione gli studi scientifici su
questi tre biomarcatori nei soggetti affetti da endocardiosi mitralica e le
scoperte o le ipotesi finora raggiunte.

La parte sperimentale € composta da: materiale e metodi, dove sono state
inserite le descrizioni delle metodiche analitiche usate, la popolazione in
studio e le sue caratteristiche, i risultati ottenuti ed infine, le conclusioni

che abbiamo ritenuto di trarre, sulla scorta dei dati bibliografici.



PARTE GENERALE
CAPITOLO I: I BIOMARCATORI CARDIACI

1.1 INTRODUZIONE

Partiamo dal principio. Cos’é un biomarcatore?

Un biomarcatore € una sostanza che é:

- Specifica di un organo o un tessuto in fase di studio;

- Rilasciato in proporzione ad una lesione o una malattia.

Per essere clinicamente attendibile, un biomarcatore dovrebbe fornire
informazioni riguardanti la diagnosi, la prognosi o I'eventuale risposta ad
un trattamento che altrimenti non sarebbe facilmente disponibile,
utilizzando prove convenzionali.

L'uso di marcatori sierici non cardiaci, € un esempio esplicativo
dell'importanza che hanno avuto questi biomarcatori nella pratica clinica;
prendiamo per esempio la gamma-glutamil-transferasi come indice di
colestasi o il dosaggio della creatinina per individuare patologie renali'.

Una definizione piu appropriata di biomarker ci arriva dall’lUS National
Institutes of Health, che ci da una definizione ufficiale di biomarcatore: “e
una caratteristica che €& oggettivamente misurata e valutata come un
indicatore di processi biologici normali, processi patogenici o risposte

farmacologiche ad un intervento terapeutico™.



Specificita tissutale dei markers di lesione

Un marker per essere specifico deve provenire da un determinato tessuto,
e solo da quello, in questo caso il suo valore diagnostico sara elevato.

Questo requisito € caratteristico di poche sostanze, ma |'origine
multitissutale pud essere superata mediante I'associazione di piu marker, o
attraverso |l'utilizzo di isoenzimi (proteine che catalizzano la stessa

reazione, ma differiscono per particolarita strutturali).

Come markers di lesione si utilizzano:

e Sostanze normalmente non presenti nelle cellule (e quindi nemmeno in
circolo);

e Sostanze normalmente presenti, ma che possiedano variazioni
quantitative.

I fattori che regolano la fuoriuscita dei marcatori dalla cellula e la loro

permanenza nei liquidi organici sono i seguenti:

e Gradiente di concentrazione;

e Peso molecolare;

e Localizzazione intracellulare;

e Tempo di attraversamento del plasma;

e Catabolismo;

e Vie di eliminazione.
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I markers che entrano rapidamente nei liquidi biologici, tendono ad avere
una “finestra diagnostica” che inizia precocemente, rispetto all’esordio della
lesione; al contrario, si comportano quelli che entrano tardivamente e
lentamente in circolo.

Le applicazioni cliniche sono molto importanti:

e La precocita della diagnosi € legata all’utilizzo dei markers precoci;

e Il follow-up di una patologia € legata all’utilizzo dei markers tardivi.

Marker precoce

Marker tardivo

Concentrazione marker

Tempo insorgenza della lesione

e wE e e Finesua diagnostica  ---=-+
H - H marker tardivo
H Finesta H
H —.. diagnostica _ _ _ _:
marker
precoce

Finestre diagnostiche di marker di lesione precoci e tardivi

La finestra diagnostica pud essere definita come: “l'intervallo di tempo
durante il quale la misurazione della concentrazione di un marker nei liquidi
biologici consente di dimostrare la presenza di una lesione d’organo o

sistema”.



La concentrazione del marker, deve essere al di sopra di un valore critico
scelto (livello critico) per dare significato diagnostico valido al marker in
questione.

Vi sono in medicina umana e veterinaria molti biomarcatori per rilevare
determinate patologie, ma in certe aree gli studi non sono andati avanti
per la mancanza di consenso ad utilizzare questi marcatori per studi
preclinici e clinici.

Spesso il test gold standard, in studi preclinici, € l'istopatologia e questo, di
solito, richiede delle procedure burocratiche molto complesse da parte delle
autorita di regolamentazione per un'adeguata dimostrazione di sicurezza in
modo tale che questi studi, iniziati su modelli animali possano essere
portati avanti in studi sull'uomo.

Inoltre l'istopatologia di solito non pud essere facilmente applicato negli
studi sull'uomo.

Il problema con listopatologia, come unico approccio alla valutazione del
danno tissutale, e che risulta essere molto costoso, soprattutto quando si
parla di procedure da attuare in medicina veterinaria e richiede tempi

molto lunghi.

iomarcatori nelle malattie cardiovascolari

Cercando di avere un quadro generale della situazione, possiamo tentare di
individuare I'utilita e le potenziali applicazioni cliniche di un biomarcatore in
generale.

Dovrebbe:

1) Individuare patologie sub-cliniche;

2) Diagnosticare patologie acute o croniche;

3) Suddividere i pazienti in base al rischio;

4) Monitorare la progressione della malattia o la risposta alla terapia;

5) Selezione della terapia.

Generalmente i biomarcatori che vengono presi in considerazione riescono

a soddisfare almeno uno dei cinque punti, ma per arrivare soprattutto agli
9



ultimi tre sono necessari degli studi longitudinali e questi quindi risultano

piu difficili da dimostrare.?

Un biomarker cardiaco ideale doverebbe avere le seguenti caratteristiche:

Alta sensibilita

- Alta concentrazione nel miocardio dopo danno miocardico;
- Rilascio rapido per la diagnosi precoce;

- Lunga emivita nel sangue per la diagnosi tardiva.

Alta specificita
- Assente in tessuti non miocardici;
- Non rilevabile nel sangue di soggetti non malati.

Caratteristiche analitiche

Misurabile con test di costo-efficacia;
Semplice da eseguire;

Tempi di consegna rapida;
Precisione sufficiente e veridicita.

Caratteristiche cliniche

- Capacita di influenzare la terapia;
- Capacita di migliorare 'outcome del paziente.

In un recente articolo Braunwald propose un sistema per classificare i
biomarkers usati nelle insufficienze cardiache®; quest’ultimo venne
leggermente modificato, portando alla creazione della seguente lista:

- Marker di danno miocitico;

- Marker di stress miocitico;

- Marker di rimodellamento;

- Marker di disfunzione endoteliale;

- Marker di inflammazione;

- Marker neurormonali;

Tra i primi ritroviamo la troponina I e T e gli isoenzimi della creatinin-
chinasi, tra i markers di stress ritroviamo il peptide natriuretico di tipo B.

Naturalmente la lista per ogni gruppo &€ molto piu estesa ma dobbiamo

10



ricordare che, solo la troponina e il peptide natriuretico di tipo B, sono

maggiormente utilizzati nella pratica clinica.

Biomarkers cardiaci

La maggior parte dei metodi utilizzati nella pratica clinica per la valutazione
di danno cardiaco, quali I'ecocardiografia e I'angiografia con radio nucleotidi
(Medicina Umana), ha mostrato una bassa accuratezza diagnostica ed uno
scarso potere predittivo’.

Tali mezzi diagnostici sono in grado di identificare il danno cardiaco solo
quando esso ha gia avuto ripercussioni anatomo-funzionali, a volte anche
gravi, vanificando, in questo modo, ogni possibile strategia di prevenzione
di una cardiomiopatia.

Per questo motivo, vi € una crescente aspettativa verso nuovi strumenti
diagnostici non invasivi, sensibili, poco costosi e facilmente ripetibili che
consentano di stratificare precocemente i pazienti in rapporto al loro rischio
per quella patologia cardiaca®.

La valutazione della funzione cardiaca nei piccoli animali pud risultare
molto impegnativa.

Spesso la storia del paziente € talvolta aspecifica, la presenza o I'intensita
di un soffio cardiaco e gli esami fisici non sono sempre correlati alla gravita
della malattia, la compresenza di una malattia polmonare pud confondere
I'interpretazione delle radiografie toraciche; le altre indagini sono
solitamente effettuate mediante elettrocardiografia, radiografia ed
ecocardiografia.

Questi ultimi test sono relativamente costosi, richiedono tempo e, nel caso
dell’ecocardiografia, necessitano non solo di apparecchiature appropriate
ma anche di operatori esperti, associazione non sempre disponibile in tutte
le strutture®.

Sino a non molto tempo fa, per il cuore mancavano analoghi test

ematochimici.
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Nell'uomo, per contribuire alla diagnosi dell’infarto miocardico acuto, sono
stati impiegati parecchi enzimi cardiaci, ed in particolare, la creatin-chinasi,
la mioglobina e la latticodeidrogenasi.

Sfortunatamente, queste sostanze sono generalmente prive di sensibilita e
specificita sufficienti a consentirne con successo |'applicazione clinica nel
cane.

Nell'ultimo decennio, & stata sviluppata una nuova generazione di
marcatori cardiaci e neurormonali.

Tali marcatori hanno trovato impiego in medicina umana, non solo per
I'infarto miocardico, ma anche nell'ambito dell'insufficienza cardiaca
cronica.

I dati emergenti indicano che € possibile utilizzare per la valutazione clinica
dei cani con cardiopatia fino a tre differenti marcatori cardiaci biochimici.
Tali marcatori, il peptide natriuretico atriale (ANP), il peptide natriuretico di
tipo B (BNP) e la troponina cardiaca I (cTnI), possono offrire ai clinici utili
informazioni circa la presenza dell'insufficienza cardiaca congestizia,
I'identificazione di malattie asintomatiche (occulte) e la gravita del danno
sottostante subito dal tessuto miocardico.

Oyama ed altri cardiologi sono ottimisti nel ritenere che questi test
finiranno per diventare disponibili su vasta scala, essere utilizzati di routine
e risultare dei mezzi clinicamente utili per la valutazione della cardiopatia

nel cane.

Prospettiva storica di biomarkers di danno d’organo

I biomarcatori, quali indici di danno cardiaco, si sono sviluppati solo in
tempi abbastanza recenti.

I biomarcatori sono presenti all'interno delle cellule cardiache, note come
“miociti”.

Quest’ultimi rappresentano la cellula principale nel cuore.

I miociti essenzialmente si comportano come le cellule nervose, quindi non
sono in grado di rigenerarsi, se muoiono, la funzione cardiaca ha un'alta

probabilita di essere compromessa.
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Quando la cellula muore, le proteine al suo interno vengono rilasciate, le
proteine nel citoplasma lasciano piu rapidamente la cellula di quelle
presenti nelle membrane cellulari o degli elementi fissi.

Da ci0o si rileva che, i marcatori piu sensibili sono quelli presenti
maggiormente all‘interno della cellula, e siccome la funzione principale del
cuore € la contrazione, le proteine che svolgono questa funzione risultano
delle ottime candidate come biomarkers di danno cardiaco; in piu queste
proteine sono facilmente ritrovabili nel sangue.

Una volta usciti dalla cellula cardiaca, queste proteine raggiungeranno il
circolo ematico.

Poiché un’occlusione del flusso di sangue e la causa primaria di infarto
miocardico, la maggior parte delle proteine raggiungono il sangue
attraverso i vasi linfatici dove possono essere soggetti a degradazione, con

conseguente comparsa ritardata nel sangue’.

Storia dei biomarcatori cardiaci

Fino a 20 anni fa, il laboratorio clinico aveva messo a disposizione del
cardiologo solo alcuni test per la rilevazione retrospettiva di necrosi del
tessuto cardiaco, come ad esempio i metodi enzimatici per la creatin-
chinasi e le attivita della lattato deidrogenasi.

Tuttavia, nella seconda parte del XX secolo, test altamente sensibili e
specifici, come quelli sulla troponina cardiaca, come marcatori di funzione
miocardica, cosi come i peptidi natriuretici cardiaci, hanno rapidamente
cambiato lo scenario della gestione clinica dei pazienti con malattie
cardiache, assegnando al laboratorio un ruolo fondamentale nell’ambito
della diagnostica generale.

Cio e testimoniato dal recente inserimento di questi marcatori in linee

guida internazionali e nella ridefinizione di infarto del miocardio.?

13



Elonl

Myoglobin RUATT 4 CB Troponin
RIA Riskfor " el
Electrophoresis Stratification (-
P | Standardiztion
CKamdLD o w
CK-MB WHO ariteria \ {
LD & CK R.L':'\ M ¢TT for
mM \ M hs-cThl
rh K g cknp (N | eml | \
isomaymes 3 Mss “;1;';;} for MI Red;.}'i;:gion }b:_jz _lex-}.::nmm)'
J ' « R « J ‘ \j 'R l l N

1 1 1 1T 1T 11

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2014
Figura 1 °
Il primo test enzimatico, utilizzato per diagnosticare soggetti con IMA
(infarto miocardico acuta), fu l'ossalacetico transaminasi glutammico, ora
chiamato aspartato aminotransferasi (AST), scoperto nel 1954 da Karmen
e collaboratori®.
L'utilizzo di questa pratica richiedeva, pero, lo sviluppo di spettrofotometri
ad alte temperature e fonti di reagenti puri, in piu si scopri che questo
enzima non era completamente cardiospecifico, essendo ubiquitariamente
presente anche nel fegato, nel muscolo scheletrico, nei globuli rossi, ed in
molti altri tessuti; quindi ne venne abbandonato |'uso.
Tuttavia, questa scoperta spinse a portare avanti altre ricerche relative alla
determinazione di necrosi miocardica, tramite test enzimatici.
Nel 1955 venne in auge un nuovo enzima chiamato lattico-deidrogenasi
(LD) e i suoi 5 isoenzimi (LD1-LD5), di questi, si scopri che la LD1 aveva
un’affinita maggiore per il muscolo micardico rispetto agli altri quattro
isoenzimi.
A causa della difficile procedura per la separazione dei suddetti isoenzimi,
della sua risposta tardiva e scarsa specificita, anche questo biomarker ebbe
vita breve; finché nel 1959/1960 la creatin-chinasi (CK) si dimostrd essere
un possibile marker per la diagnosi del danno muscolare cardiaco.
Misurazioni della CK vennero fatte da molti studiosi, in particolare da Gabor
Szasz, che condusse un approfondito studio delle variabili che influenzano la

misurazione del CK.
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Per superare la scarsa specificita nella diagnosi di necrosi miocardica di

questi enzimi, presenti in diversi tessuti ed organi, si comincid ad esaminare

le misure delle loro frazioni isoenzimatiche.

Infatti, la creatina chinasi e costituita da tre frazioni: CK-MM, CK-MB, CK-BB

che, con lo sviluppo dei metodi elettroforetici, acquisirono una maggiore

specificita rispetto al CK totale.

Nel 1970, attraverso numerosi studi, si arrivo alla scoperta di anticorpi

monoclonali, con lo sviluppo di anticorpi monoclonali con CK-MB

isoenzimi, che rivoluzionarono le diagnosi di patologie nell'uomo, incluso

I'infarto miocardico .

Per quanto riguarda il dosaggio di questo isoenzima, nel 1975 & stata

sviluppata una tecnica facilmente automatizzabile: I'immunoinibizione.

Si sfrutta un anticorpo policlonale anti monomero M e si determina,

successivamente, |'attivita residua della CK attribuibile al monomero B non

inibito.

Lo sviluppo di metodi immunometrici permise di quantificare la massa

proteica degli enzimi cardiaci, aprendo la strada anche a determinazioni di

proteine cardiache non enzimatiche.

La prima proteina indagata fu la mioglobina (Myo) nel 1975, ma con

metodo RIA inadatto alle necessita cliniche.

Solo vent’anni dopo, un metodo non isotopico ne consenti la diffusione

come marcatore appropriato della fase precoce dell'IMA.

Nel 1979 I'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) defini come criteri,

per la diagnosi di infarto miocardico acuta (IMA) in umana, la triade:

- storia di dolore toracico, tipico se acuto, grave (resistente alla
nitroglicerina), prolungato (> 20 min);

- alterazioni elettrocardiografiche (ECG), non equivoche, con presenza di
persistenti onde Q in almeno due derivazioni contigue dell’ECG standard;

- incremento degli enzimi cardiaci seriati, non equivoche, se con iniziale
aumento e successiva caduta, in tempi caratteristici, per ciascun tipo di
enzima, tempo trascorso dall‘inizio dei sintomi e cadenza dei prelievi di

sangue.
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Alla meta degli anni ‘80 fu messo a punto il metodo immunometrico per la
determinazione della massa proteica della CK-MB (CK-MBm) che, ancora
0ggi, € considerata il “gold standard” come marcatore biochimo di danno,
rilevabile per molte ore e, quindi, fornendo una diagnosi anche tardiva,
dosabile rapidamente e facilmente.

Nel 1987 si svilupparono dei test per misurare le proteine strutturali
cardiache.

I primi studi si focalizzarono sulle catene leggere della miosina.

Tuttavia, le catene leggere della miosina risultarono molto velocemente non
specifiche per il miocardio.

Cosi tali prove si focalizzarono sulla troponina cardiaca, in particolare prima
sulla troponina cardiaca I (cTnl) e poi nel 1989 sulla troponina cardiaca T
(cTnT)™

La valutazione quantitativa di cTnT e di cTnl determind un cambiamento
importantissimo nel campo della misurazione con i biomarkers cardiaci nella
diagnosi di infarto miocardico in pazienti che si presentano in pronto
soccorso con un dolore toracico.

I primi studi clinici, confrontando vari biomarkers, trovarono che, circa un
terzo dei pazienti considerati esclusi dalla probabilita di avere un infarto
miocardico acuto, sulla base di una CK-MB bassa, invece avevano un
elevato valore di cTnT o di cTnl.

Inoltre, alti livelli di troponina erano stati correlati ad un rischio significativo
di altri eventi avversi, sempre di origine cardiaca, (MI successiva, morte
cardiaca o in cardiopatie ischemiche non infartuale come per l'angina
instabile).

La capacita predittiva di concentrazioni elevate di cTnT e di cTnl e stata
successivamente confermata in un gran numero di studi e meta-analisi.

La superiorita di cTnT e di cTnl portd ad una rivalutazione del ruolo dei
biomarcatori cardiaci in pazienti che si presentavano con sospetta malattia
coronarica.

Nel 1998 I'Accademia Nazionale di Biochimica Clinica (NACB) delined
consigli e linee guida, e confermo il valore ormai ampiamente riconosciuto

della cTnT e della cTnlI.
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Nonostante cio, il passaggio dall’'uso della CK-MB alla troponina fu molto
lento per una serie di motivi clinici e gestionali.

Solo nel 2000 apparve, a cura di K. Thygesen e JS. Alpert, il Documento
Consensuale del Comitato Congiunto ESC/AAC per Ila ridefinizione
dell'Infarto del Miocardio (IMA).

Non si trattd di una Linea Guida formale ma fu fondamentale per le
rivoluzionarie affermazioni epidemiologiche, cliniche, diagnostiche in tema
di danno miocardio ischemico.

Alla fine degli anni 90 i marcatori cardiaci in discussione furono
sostanzialmente la mioglobina, le isoforme di CK-MB, CK-MB come attivita o
come massa, le cTnT e le cTnl, le cui caratteristiche fisiopatologiche e
molecolari, la compartimentazione cellulare e il meccanismo di rilascio, il
tempo di comparsa nel sangue e l'incremento relativo dopo lesioni
reversibili/irreversibili erano ben conosciuti.

Nacque il concetto di danno miocardio minimo (minor myocardial damage),
per descrivere i pazienti non IMA e con CK-MB normali ma con Tn
patologiche e quindi con aumentato rischio e la necessita di 2 livelli
decisionali per i nuovi marcatori cardiaci, molto piu sensibili di quelli
enzimatici, rispettivamente per il danno minimo e per IMA.

Emerse il concetto di Sindrome Coronarica Acuta (SCA) come termine che
comprendeva tutti i quadri clinici con ischemia acuta miocardica, da Al a
ogni forma di IMA (con elevazione o depressione di ST, con o senza onda
Q), in quanto tutti legati all'instabilita della placca alla quale si riferiva il
rischio.

Da un punto di vista fisiopatologico apparve fondamentale la discussione
intorno alla differenza tra lesione reversibile con rilascio del pool citosolico
dei marcatori e la necrosi cellulare irreversibile con rilascio delle proteine
strutturali.

Nella ragionevole convinzione che, a lungo, le troponine avrebbero avuto un
ruolo importantissimo nella diagnosi della SCA, i produttori iniziarono a
sviluppare nuovi metodi immunochimici, caratterizzati da una sensibilita
analitica ancora superiore, al fine di poter identificare piu sensibilmente e

precocemente la presenza di un danno miocardico.
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In particolare, i metodi definiti “ultrasensibili” (highly-sensitive)
consentirono d’identificare concentrazioni di troponina inferiori a 0,002 ug/L
rispetto al consueto intervallo compreso tra 0,02 e 0,06 pg/L.

Il primo aspetto essenziale nell’'uso routinario dei metodi ultrasensibili fu
I'identificazione di un cut-off appropriato ed attendibile, che consentisse di
distinguere inequivocabilmente la popolazione sana da quella malata.
Malgrado non fosse cambiato l‘approccio alla definizione della soglia
diagnostica (i.e., definizione di un intervallo al 95% della popolazione sana
con CV del metodo inferiore al 10%), fu evidente che si aprirono maggiori
problemi nell’accurata selezione della popolazione sana, in considerazione
delle variabili biologiche che avrebbero potuto influenzare la concentrazione
plasmatica delle troponine (e.g., “rimodellamento” cardiaco fisiologico o
patologico, esercizio fisico, lieve alterazione della funzione renale).

Un secondo aspetto determinante fu la distinzione degli incrementi
patologici, conseguenti a danno miocardico irreversibile, da quelli invece
riconducibili ad una sofferenza minore e transitoria del miocardio e, quindi,
priva di significato clinico.

Quest’ultimo aspetto, in particolare, era virtualmente assente utilizzando i
metodi tradizionali, perché i modestissimi incrementi plasmatici rimanevano
comunque al di sotto della soglia analitica di rilevazione.

Al contrario, con i nuovi metodi ultrasensibili, anche modestissimi
incrementi plasmatici sono rilevabili e non distinguibili (almeno senza la
clinica) da situazioni in cui il marcatore € rilasciato nelle fasi iniziali di un
IMA.

La “storia molecolare” dei peptidi natriuretici cardiaci comincio, invece, nel
1981 grazie a De Bold et al., la cui prima osservazione fu quella che,
estratti del miocardio atriale, quando iniettati nei ratti, provocavano una
risposta natriuretica rapida e importante.

Venne cosi isolato dal tessuto atriale, un peptide con attivita natriuretica
nonché miorilassante, chiamato PN atriale (atrial natriuretic peptide, ANP),
si prosegui nel 1988 con lisolamento dal tessuto ventricolare del PN

cerebrale (brain natriuretic peptide, BNP) e si arricchi, in seguito, dei
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peptidi natriuretici di tipo C, D e V, nonché di un peptide renale denominato
urodilatina.

Questi marcatori guadagnarono interesse clinico quando fu riferito che i
pazienti con insufficienza cardiaca congestizia (CHF) avevano aumentate
concentrazioni di CNP.

Il concetto di un marcatore di plasma per la valutazione clinica di CHF fu
cosi introdotto e da allora & stato intensamente perseguito.

Fu incorporato, quindi, il CNP nel primo step per la valutazione dei soggetti
sintomatici con sospetto di CHF.

Negli ultimi dieci anni, & stato dimostrato che i peptidi proBNP-derivati, cioe
BNP e NT-proBNP, hanno una maggiore importanza clinica fisiologica e
patologica.

Questo ha portato allo sviluppo di immunodosaggi, completamente
automatizzate, che misurano peptidi che danno prestazioni sostanzialmente

comparabili®>.
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1.2 TROPONINA CARDIACA

La troponina € una proteina essenziale nel processo di regolazione della
contrazione del muscolo striato.

Questa dipende, a livello molecolare, dall'interazione fra la miosina,
contenuta nel filamento spesso della fibra muscolare, e 'actina, contenuta
nel filamento sottile.

L'interazione, mediata dal calcio, € regolata dal complesso troponina-
tropomiosina situato lungo il filamento sottile.

Il complesso “troponina” e costituito da tre proteine: troponina C (TnC;
C=calcio), troponina I (TnI; I=inibizione) e troponina T (TnT;
T=tropomiosina).

La TnC, la Tnl e la parte C-terminale della TnT formano una testa
globulare, mentre la parte restante della TnT assume la forma di una
bacchetta che interagisce con la tropomiosina, a sua volta legata all’actina.
Il calcio, liberato nel reticolo sarcoplasmatico come input alla contrazione,
si lega ai siti modulatori della TnC inducendo una modificazione
conformazionale dellintera unita troponinica e conseguente esposizione
sull’actina dei siti attivi specifici per il legame con la testa della miosina.
L'interazione dell’actina con la miosina promuove lo scorrimento delle fibre
sottili su quelle spesse con accorciamento delle fibre muscolari e
contrazione del muscolo.

Quando il calcio torna nel reticolo sarcoplasmatico, il compesso troponinico
ritorna nella sua conformazione originale, la Tnl inibisce I'attivita ATP-asica

dell’actomiosina e il muscolo si rilascia (Figure 1.2.1 e 1.2.2).
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Figura 1.2.2: il legame del calcio alla troponina C, sposta il complesso troponina-tropomiosina dal sito di
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Figura 1.2.3: meccanismo della contrazione del muscolo cardiaco.

TnT e Tnl hanno ognuna tre isoforme differenti, ognuna codificata da un
gene diverso.

Queste isoforme si trovano nel muscolo cardiaco, nelle fibre muscolari
scheletriche veloci e nelle fibre muscolari scheletriche lente e sono differenti
per alcuni aminoacidi posizionati a livello della parte N-terminale della
catena proteica che permette di identificarle come marcatori di lesione
miocardica ad alta specificita.

La TnC é rappresentata da un’unica isoforma comune a tutti i tipi di

muscolatura®.
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La troponina in medicina umana

In medicina umana la troponina I cardiaca (cTnI) e il biomarcatore di
elezione per la diagnosi di infarto miocardico acuto, con migliore sensibilita
e specificita rispetto agli altri biomarcatori.

L'elevata sensibilita diagnostica delle troponine € strettamente connessa al
fatto che il valore plasmatico nei soggetti normali € pressoché uguale a
zero.

Pertanto, il loro dosaggio consente di identificare pazienti con piccolissimi,
a volte microscopici, fenomeni di necrosi miocardica.

Inoltre, queste proteine sono rilasciate dal miocardio in proporzione
all’entita del danno tissutale e della distruzione delle membrane dei
miociti.

In caso di danno alle cellule cardiache, la perdita d’integrita della
membrana determina la fuoriuscita della Tn e il conseguente rilascio nel
circolo ematico.

Va notato che questo non si verifica in caso di apoptosi, perché durante il

processo non si ha perdita dell'integrita della membrana e la Tn rimane

allinterno della cellula®.

Fig 1.2.4

Nelle normali cellule del miocardio la troponina & presente nel citosol
(cerchi viola) ed e legata ad intervalli regolari ai filamenti di actina delle
proteine contrattili (cerchi rossi) (fig. 1.2.4).

Non €& presente una notevole quantita di troponina nella regione

extracellulare.
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Fig 1.2.5

La perdita di integrita delle cellule del miocardio deriva dalla perdita di
troponina nello spazio extracellulare, e quindi nel plasma, sia dal
compartimento citosolico sia dal rilascio delle proteine miofibrillari
(fig.1.2.5).

La cTnl subisce un innalzamento, rispetto ai valori normali, dalle 5 alle 7
ore successive all'inizio dell'infarto cardiaco e rimane, persistentemente
elevata, per oltre 8 giorni'®.

Sebbene l'infarto del miocardio sia un’evenienza piuttosto rara nella specie
canina, la cTnl e stata associata a molte altre patologie cardiovascolari di
frequente riscontro in questa specie.

In medicina umana, comunque, questo biomarcatore non e utilizzato
soltanto nella diagnosi di infarto miocardico, in quanto elevati livelli di
cTnl, associati a crescente degradazione delle miofibrille, sono stati
riscontrati in pazienti con insufficienza cardiaca, in pazienti affetti da

miocarditi e in pazienti oncologici trattati con alte dosi di chemioterapici®’.

La troponina in medicina veterinaria

In medicina veterinaria € stato dimostrato che la cTnI & un biomarcatore
specifico e sensibile di danno miocardico negli animali da laboratorio ed in
varie altre specie animali tra cui: cani, gatti, bovini e cavalli.

Le tecniche utilizzate per il dosaggio della proteina sono diverse e non
specie-specifiche, vengono infatti utilizzati metodi standardizzati per il

dosaggio in medicina umana.
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Sono numerosi gli studi effettuati volti a dimostrare la possibilita di
utilizzare queste metodiche, anche in campo veterinario, che hanno

ottenuto risultati positivi®.

A seconda del metodo utilizzato per il dosaggio sono riportati in letteratura

i valori sierici in animali sani®**

, ai quali, in linea di massima, sono
raffrontabili i valori riscontrati nei gruppi di controllo inseriti nei vari studi

facenti parte della nostra bibliografia.

SPECIE Tnl ng/mL
UOMO SANO 0-0,026
CANE SANO 0-0,049
RATTO SANO 0-0,033

(P J O’Brien et al. 2006)

SPECIE Tnl ng/mL
CANE SANO 0,03-0,07
GATTO SANO 0,03-0,16

(Sleeper M. M. et al. 2001)

SPECIE Tnl ng/mL
CANE SANO 0,05-0,12
GATTO SANO 0-0,05

(Adin D.B. et al. 2005)

E’ facile notare come i risultati siano variabili in base alla sensibilita
dell'analizzatore utilizzato.

Numerosi studi, effettuati sul cane, riportano innalzamenti dei valori sierici
di cTnl in una consistente varieta di patologie cardiache e sistemiche, oltre
che in relazione all’eta e nell’allenamento intensivo.

I risultati ottenuti indicano un effetto positivo dell’esercizio sul rilascio in

circolo delle troponine.
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I Greyhounds ritirati dalle corse, senza segni di patologie cardiache
concomitanti, hanno valori basali di cTnl elevati rispetto a cani
appartenenti ad altre razze esenti da cardiopatia.

Questi valori sono probabilmente collegati ad altri adattamenti fisiologici
tipici di questa razza, quali una maggiore massa miocardica, una maggiore
concentrazione di globuli rossi e di emoglobina che rendono questi cani
avvantaggiati nella corsa rispetto a soggetti appartenenti ad altre razze.

I cani da slitta, sottoposti ad esercizio fisico intensivo, hanno mostrato
valori di cTnl inferiori al limite di rilevamento dell'analizzatore utilizzato
per il dosaggio prima dell’esercizio, ed un notevole innalzamento di tali
valori, del tutto paragonabili a quelli riscontrati in animali soggetti a
diverse patologie cardiovascolari, in conseguenza all’attivita fisica.

Questi risultati sono da tenere in considerazione nell’approccio ad animali
con sospetta cardiopatia che sono sottoposti a costante attivita fisica la
guale, come riportato, puo alterare i valori di numerosi biomarcatori.

Nel gatto sono stati effettuati dosaggi della troponina I e T, in corso di
cardiomiopatia ipertrofica, ed hanno dimostrato che gli animali affetti
hanno valori sierici della proteina superiori rispetto a quelli sani.

Per i gatti con cardiomiopatia ipertrofica, associata a scompenso cardiaco
in atto, sono riportati valori di cTnI superiori a quelli riscontrati nei pazienti
affetti da ipertrofia, non associata a scompenso, e a quelli riscontrati in
gatti con una storia di scompenso, associato alla cardiopatia.

Da questi dati scaturisce che vi € una correlazione tra valori alti e
possibilita di morte ma non vi & correlazione tra il cambiamento di
concentrazione della troponina T e l'ispessimento di parete del ventricolo
sinistro®’.

Studi effettuati su cani, con versamento pericardio, hanno riportato
aumenti moderati nella concentrazione sierica di cTnl, in animali con
versamento pericardio idiopatico, maggiori invece, in animali con
versamento pericardico conseguente ad emagiosarcoma, anche se la
dimensione della massa non e risultata correlata con il valore di troponina

riscontrato® %,
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Questi risultati riflettono il fatto che la ridotta circolazione coronarica, in
presenza di tamponamento cardiaco, porta ad ischemia che, non
necessariamente, risulta in una necrosi del tessuto muscolare cardiaco.

Si suppone, quindi, che in caso di versamento pericardio idiopatico le
troponine sieriche riscontrate siano maggiormente di origine citosolica®.

Per quanto riguarda i tumori cardiaci maligni € assodato che causino
necrosi del miocardio, quindi morte cellulare, e questo e di facile riscontro
nell’osservazione degli alti valori di cTnl rilevati nei cani con versamento

pericardio conseguente ad emangiosarcoma o ad altre neoplasie
cardiache®.

Innalzamenti dei valori di cTnl sono riportati anche in studi effettuati su
Boxer affetti da cardiomiopatia aritmogena del ventricolo destro, patologia
ereditaria tipica di questa razza, caratterizzata da variazioni della
dimensione delle miofibrille, perdita di miofibrille, fibrosi ed infiltrazione
adiposazs.

E’ stato descritto I'incremento delle concentrazioni di cTnI nei cani colpiti
da una varieta di malattie cardiache quali: la miocardiopatia dilatativa
(DCM), rigurgito della valvola mitrale, traumi toracici, torsione/dilatazione
dello stomaco, miocardite e stenosi subaortica.

La cTnI non e uniformemente elevata nei cani con cardiopatia, il che ne
impedisce I'uso come test di screening nei soggetti asintomatici o come
metodo diagnostico per l'insufficienza cardiaca congestizia.

Come marcatore del danno e della necrosi del miocardio, la cTnl puo
essere piu adatta come indicatore prognostico nei cani che hanno subito
un grave danno o come guida per la terapia ottimale.

Nei cani con DCM clinicamente evidente, la concentrazione di cTnl e
correlata alla sopravvivenza.

Rispetto a quelli con concentrazioni piu basse, i soggetti con cTnl elevata
hanno wuna probabilita tre volte superiore di essere soppressi

eutanasicamente o di venire a morte?®.
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Impieghi attuali del cTnI-test

e Uomo: diagnosi dell’infarto miocardico acuto;

e Medicina veterinaria: nessun impiego approvato.

Impieghi potenziali del cTnl-test sulla base degli studi condotti in

medicina veterinaria

Valutazione della gravita della malattia nei cani con stenosi subaortica,
miocardiopatia e valvulopatia mitralica;

Valutazione della gravita della malattia nei gatti con miocardiopatia;
Indicatore prognostico nei cani con miocardiopatia;

Monitoraggio della risposta al trattamento;

Valutazione del danno cardiaco dovuto a malattia extra-cardiaca (ad

esempio, dilatazione/torsione dello stomaco)

Circostanze nelle quali € improbabile che il cTnI-test risulti utile

Identificazione degli stadi precoci della cardiopatia;
Differenziazione delle cause cardiache di dispnea da quelle non

cardiache?®.
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1.3 PEPTIDI NATRIURETICI

Sebbene i peptidi natriuretici abbiano svolto un ruolo importante
nell’omeostasi dei fluidi dei vertebrati per diversi milioni di anni, la loro

importanza € stata rivalutata solo negli ultimi decenni.

Gran parte di biologi marini, scienziati, medici e medici veterinari si sono
interessati alla famiglia degli ormoni natriuretici fin dalla loro scoperta.

I peptidi natriuretici condividono un’origine comune ma, a seguito di
affinita recettoriali diverse, svolgono funzioni ormanali distinte.

Il peptide natriuretico di tipo B (BNP) e il membro piu studiato della
famiglia dei peptidi natriuretici, e con il suo “cleavage” equivalente amino-
terminale peptide natriuretico di tipo B (NT-proBNP), risultano importanti
markers sierici cardiovascolari.

Tuttavia linterpretazione prognostica e diagnostica, di questi nuovi
biomarcatori cardiovascolari, € motivo di discussione sia in medicina
umana che in medicina veterinaria®.

Nel 1981, De Bold et al. hanno riportato la loro affascinante scoperta:
estratti di tessuto atriale iniettati in ratti inducevano natriuresi®.
L'isolamento del responsabile, in seguito denominato peptide natriuretico
atriale (ANP)?’, ha spinto ad una moltitudine di ricerche, fino alla scoperta
di una nuova classe di ormoni: i peptidi natriuretici (NP).

La famiglia di NP €& wun gruppo di peptidi, filogeneticamente,
funzionalmente e strutturalmente correlato nei vertebrati, la cui principale
funzione ¢ il mantenimento dell’ omeostasi dei fluidi *.

I membri noti della famiglia NP finora sono: il peptide natriuretico atriale
(ANP) con il suo alter-ego renale urodilatina, il peptide natriuretico di tipo
B (BNP), il peptide natriuretico di tipo C e le sue 4 differenti isoforme, il
peptide natriuretico Drendroaptis (DNP) e il peptide natriuretico

ventricolare (VNP), quest'ultimo probabilmente espresso solo nei pesci.
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Le strutture di questi peptidi sono rappresentate in Fig. 1.3.1

Tutti i NP sono sintetizzati come pre-pro-ormoni e hanno una struttura ad
anello di 17 aminoacidi con una coda amino-terminale comune; con
I'eccezione degli isotipi CNP, tutti i NP presentano anche una porzione
carbossil-terminale®.

ANP, BNP e VNP sono prodotti principalmente dai cardiomiociti, CNP e per
lo piu espresso nel cervello e nell’endotelio, mentre DNP & stato finora
trovato solo nel veleno del serpente “Green Mamba”.

Le azioni dei NP sono mediate da una serie di specifici recettori peptide
natriuretico (NPR), e variazioni negli effetti dei diversi NP dipendono
principalmente le differenze di espressione e di produzione locale.

Tuttavia sono importanti anche i loro tassi di degradazione e di clearance.
Il peptide natriuretico atriale (ANP) & prodotto principalmente nei due atri:
la produzione e il rilascio di ANP sono in genere attivati da un aumento
della tensione della parete atriale, a seguito di un aumento di volume o di
pressione intravascolare.

Differentemente dal BNP, la cui produzione e up-regolata rapidamente
guando i cardiomiociti sono stimolati, ’ANP &€ memorizzata in granuli che
rilasciano il loro contenuto in circolo dopo stimolazione *.

I ventricoli del cuore adulto, normalmente, producono solo piccole
quantita di ANP; questa produzione € maggiore nel tessuto ventricolare

dei feti o neonati.
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Un incremento dell’ANP si riscontra anche in soggetti con sovraccarico
volumetrico o pressorio? %,

Un'altra tipologia di ANP € prodotta nei reni ed & chiamata urodilatina.
Questo peptide e stato, originariamente, isolato nelle urine, a causa di un
collegamento alternativo della molecola precursore (proANP), che ha una
coda amino-terminale piu lunga di 4 amminoacidi, rispetto al suo
equivalente atriale®.

L'urodilatina e prodotta nei tubuli renali distali e ha solo una funzione
locale nella regolazione del sodio e del volume renale.

BNP, ora chiamato peptide natriuretico di tipo B (ma originariamente
identificato nel cervello suino e chiamato peptide natriuretico cerebrale), si
trova ovunque nel tessuto miocardico, ma in particolare &€ presente nei
ventricoli®® 3¢,

In contrasto con ANP, che ha nell'uomo un’emivita in vivo di 3 minuti, a
causa di una minore sensibilita, sia verso il recettore di clearance sia verso
gli enzimi di degradazione, il BNP € un peptide piu stabile con un’emivita
in vivo nell'uvomo di 20 min, questo ne rende piu facile la misurazione 37
38_

CNP & un fattore paracrino o autocrino che predomina nelle cellule
endoteliali vascolari, nel sistema nervoso centrale, rene, condrociti e
ghiandola pituitaria dei mammiferi. Le concentrazioni plasmatiche sono
basse, ma |'espressione tissutale & alta, coerente con un suo ruolo

paracrino®

. Si pensa che abbia una funzione di neurotrasmettitore nel
sistema nervoso centrale, mentre svolge anche un ruolo nella regolazione
del tono vascolare*!’ 42, Inoltre, CNP inibisce I'attivazione dei fibroblasti e
previene lo sviluppo di fibrosi in un modo superiore all’ANP e al BNP ma,
manca di azioni natriuretiche o diuretiche3% 3,

DNP & I'unico NP, che €& stato isolato soltanto dalla ghiandola del veleno

"4 che & uno dei serpenti piu velenoso al

del serpente “Green Mamba
mondo.
DNP e strutturalmente molto simile a VNP in termini di lunghezza del

frammento C-terminale della coda.
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Anche se la sua funzione finora rimane sconosciuta, |'effetto vasorilassante
di DNP pud potenziare I'assorbimento del veleno neurotossico del Mamba
verde.

E stato dimostrato che i livelli circolanti di peptidi, simili al DNP,
corrispondano alla gravita dell'insufficienza cardiaca nell'uomo; sono in
corso studi sulle possibili applicazioni terapeutiche del DNP.

VNP gioca un ruolo importante nella omeostasi dei fluidi delle razze di
pesci osteoittici, con pinne come anguille e salmonidi, ed & largamente

espresso nei loro apparati cardiaci.

STORIA BNP

Nel 1981, la scoperta rivoluzionaria di De Bold, che il cuore possedesse
anche una funzione endocrina, ha modificato la visione della fisiologia e
della funzione cardiaca.

In realta era gia nota, fin dalla fine degli anni ‘50, la presenza di granuli di
secrezione nei miociti dell’atrio, ma solo 25 anni dopo, & stato dimostrato

"4> induceva un effetto

che il contenuto di questi “granuli atriali specifici
diuretico e natriuretico.

In seguito, con la purificazione ed il sequenzamento dell’'ormone peptidico
effettore di questa attivita endocrina, denominato Atrial Natriuretic Factor®,
si apri la strada all’'identificazione di una famiglia di peptidi natriuretici e
vasodilatatori, conosciuti poi con il nome di peptidi natriuretici atriali (ANP).
Successivamente, € stato dimostrato che i miocardiociti ventricolari sono in
grado di produrre e secernere un peptide ad attivita endocrina con effetto
natriuretico, il Brain Natriuretic Peptide (BNP), oggi denominato peptide
natriuretico di tipo B (BNP)*.

Il peptide natriuretico di tipo B € composto da 32 aminoacidi (aa).

Sia il BNP che I'’ANP non sono prodotti direttamente in questa forma ma si
trovano nei miocardiociti come prepro-ormone (preproBNP) che & un
peptide di 134 aa, che viene privato di 26aa, dando vita ai pro-peptide, (nel

nostro caso al pro-BNP)*.
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Al momento del rilascio, viene scisso per via enzimatica da delle
serinproteasi denominate Furina® e Corina, nel peptide N-terminale di 72
aa (NT-proBNP) ed nel peptide C-terminale biologicamente attivo di 32 aa
(BNP) (Fig 1.3.2).

~ MIOCARDIOCITA VENTRICOLARE

peptide segnale (26 aa)\x‘

1
LRO0!
CO0p—@ROR®- oo

4 | m NT-proBNP (76 aa)
000660500 MRG60000 R

BNP < - - proBNP — — — - | NT-proBNP
(attivo) PLASMA (inattivo)

Figura 1.3.2 Struttura e sintesi dei peptidi natriuretici cardiaci circolanti nel sangue

Tutti questi peptidi (proBNP, NT-proBNP e BNP) si possono isolare nel
plasma, anche se sono principalmente il BNP e I'NT-proBNP ad essere dosati
a scopi clinici.

I due ormoni, derivando dalla scissione proteolitica della medesima
molecola, il pro-BNP, sono secreti in concentrazioni equimolari.

Il BNP ha pero un’emivita piu breve rispetto all’NT-proBNP (circa 60-120
minuti per I'NT-proBNP e circa 20 minuti per il BNP), che risulta nella
presenza di concentrazioni piu alte del frammento aminoterminale, rispetto
all’'ormone biologicamente attivo.

Per questa ragione la prima sembra piu indicata nel caso di alterazioni
avvenute nell'immediato, mentre I'NT-proBNP risulta essere meno variabile
a misurazioni nelle fasi acute®.

Inoltre I'NT- proBNP sembra essere piu stabile durante i processi di
refrigerazione, rispetto al BNP ed avere una variabilita biologica

leggermente inferiore*® >°,
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L'’ANP e secreto principalmente dai cardiomiociti atriali, mentre il BNP da
quelli ventricolari, soprattutto in corso di scompenso cardiaco cronico.

Dal punto di vista patogenetico, lo stiramento della parete atriale e il piu
importante stimolo per la sintesi e la secrezione dell’ANP.

I cardiomiociti atriali immagazzinano il pro-ormone (pro-ANP), sotto forma
di granuli e lo convertono nella parte attiva prima della secrezione.

In condizioni fisiologiche, la maggior parte delle molecole di ANP e BNP
circolanti derivano dall’atrio.

In condizioni di stress cronico, invece, la concentrazione di BNP aumenta
maggiormente rispetto al valore dell’ANP circolante, poiché la massa
ventricolare & piu grande di quella atriale e quindi la secrezione del BNP
supera quella dell’ANP.

Lo stiramento della parete atriale & il piu importante stimolo per la
secrezione degli ormoni natriuretici, per cui ogni condizione, anche
fisiologica, associata ad un incremento acuto del ritorno venoso puo
causare un aumento dei valori plasmatici di ANP e BNP.

Il meccanismo d’azione dei PN e rappresentato da un’azione diuretica,
natriuretica e vasodilatatrice, accompagnata da un’azione inibitoria sulla
capacita contrattile dei cardiomiociti, sul rimodellamento cardiaco e sui
processi inflammatori del tessuto miocardico.

Essi hanno, quindi, un’azione protettiva sul sistema cardiaco, non solo come
ormoni circolanti, ma anche come fattori locali antifibrotici ed antiipertrofici.
Tale meccanismo, assume un’importanza fondamentale se si considera che
la fibrosi € una causa essenziale di rimodellamento cardiaco in corso di
scompenso cronico e che esiste una correlazione tra il livello di PN circolanti
e il grado stesso di rimodellamento.

Un’ulteriore conferma di tale correlazione € rappresentata dal fatto che,
entrambi i meccanismi descritti, (fibrosi e rilascio dei PN) sono favoriti dallo
stiramento delle fibre miocardiche.

Inoltre, i PN interagiscono con il sistema neuro ormonale, quello

neuroendocrino ed il sistema immunitario.
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Tutte queste osservazioni mostrano come la secrezione dei due peptidi non
sia limitata solo al comparto cardiaco, ma si puo riscontrare anche in corso
di malattie primitivamente non cardiache, quali ad esempio malattie
respiratorie acute e croniche, malattie renali, cirrosi epatica, shock settico,
malattie inflammatorie, sindromi paraneoplastiche etc.

Inoltre, qualsiasi “"danno” o insulto a livello cellulare che comporti il rilascio
di costituenti sarcoplasmatici, come ad esempio sostanze tossiche, traumi
chirurgici, necrosi ischemica, provoca un incremento dei livelli plasmatici di
PN circolanti.

La biochimica del peptide natriuretico atriale (ANP) e del peptide natriuretico
cerebrale (BNP) € complessa e ci sono notevoli differenze tra gli esseri
umani e gli animali da compagnia che devono essere considerate™.
C-terminale ANP suino, canino, bovino e ovino sono caratterizzate da una
identica sequenza di 28 aminoacidi composta da un anello di 17 aminoacidi
chiuso da un legame disolfuro tra due residui di cisteina.

Come risultato, sono stati progettati dei test per misurare il frammento C-
terminale ANP nell'uomo ed applicarlo allo studio nei cani.

Tuttavia, per la misura del BNP, la situazione & piu problematica.

In contrasto con l'omologia dimostrata dall’ANP nelle diverse specie, la
struttura del N-terminale proBNP e C-terminale BNP & sostanzialmente piu
variabile nei mammiferi.

Per questo motivo, il test BNP umano non pud essere utilizzato nei cani.
Maggiore omologia € stata evidenziata nella struttura del BNP suino e
canino.

Molti ricercatori utilizzano un saggio C-terminale BNP porcino per misurare i
livelli di BNP nei cani, ma questo approccio € probabilmente meno sensibile
utilizzando anticorpi sintetizzati contro la regione N-terminale del BNP

canino.
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Bnp in medicina umana

Il gruppo di Maisel ha dimostrato che il peptide natriuretico di tipo B (B-
type natriuretic peptide, BNP) & uno strumento accurato per stabilire o
escludere la diagnosi di scompenso cardiaco congestizio, in pazienti che si
presentano al pronto soccorso con dispnea acuta.

Altri studi clinici importanti hanno confermato l|'accuratezza di questo
peptide nel differenziare le cause cardiache da quelle polmonari di dispnea,
sottolineando soprattutto il suo valore come test di rule-out, cioe di
esclusione, visto il suo alto valore predittivo negativo®*°.

I peptidi natriuretici cardiaci, quindi, sono stati inseriti nelle linee guida,
sia americane che europee, per la diagnosi e per il trattamento dello
scompenso cardiaco, acuto e cronico®” >,

Le linee guida europee riportano che il BNP e il frammento
aminoterminale del proBNP (NT-proBNP) sono utili nella diagnosi di
scompenso cardiaco, con un considerevole potenziale prognostico,
mentre per quanto riguarda un possibile ruolo nel monitoraggio del
trattamento, la questione rimane tutta da delineare.

Nell” ambito clinico, NT-proBNP risulta essere la molecola piu stabile,
mentre il BNP presenta una migliore correlazione con le condizioni
fisiologiche o cliniche, in seguito a variazioni emodinamiche acute®® %,
BNP e NT-proBNP, comunque, hanno dimostrato accuratezza largamente
sovrapponibile, nell’escludere la presenza di disfunzione sistolica grave e
nel predire la presenza di scompenso cardiaco, nonostante l'influenza
del sesso, dell'eta e della funzione renale sui livelli di entrambi i
peptidi®.

Nonostante questa premessa, perd, devono essere tenuti in
considerazione alcuni importanti fattori quando si utilizzano BNP e NT-
proBNP per la diagnosi o I'esclusione di insufficienza cardiaca.

Entrambi i peptidi sono infuenzati dall’indice di massa corporea (BMI) e
dalla compromissione della funzione renale, rendendo le concentrazioni di

BNP e di NT-proBNP rispettivamente inferiori e superiori®.
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L'obesita, di solito descritta negli esseri umani come un aumento del BMI,
sorprendentemente, & stato trovato correlato a bassi livelli di BNP®,
nonostante le maggiori pressioni finali di riempimento diastolico
ventricolare sinistro nei pazienti obesi®®, anche se & stato ipotizzato che
guesto pud essere dovuto ad un aumento dell’attivita dei recettori dei
peptidi natriuretici di tipo C (NPR-C) nel tessuto adiposo.

Nei pazienti umani, sottoposti a chirurgia bariatrica, & stato riscontrato
un aumento delle concentrazioni di BNP e NT-proBNP, mentre il BMI
diminuiva®.

Das et al. hanno scoperto che la relazione inversa tra BNP e NT-proBNP
con BMI sembra essere mediata dalla massa magra piuttosto che dalla
massa grassa.

E’ stato ipotizzato che una sostanza prodotta nella massa magra,
possibilmente dagli androgeni®, sopprima la sintesi o il rilascio di pre-
proBNP dai cardiomiociti.

Per quanto riguarda le patologie renali, & stato scoperto che, i pazienti
con questo problema avevano dei valori superiori di BNP e NT-proBNP.

Gli studiosi si sono chiesti se questa associazione si basasse su una
riduzione della clearance renale di queste molecole, o se riflettesse la
forte interazione tra la disfunzionalita cardiaca e quella renale, chiamata
anche “sindrome cardio-renale”®.

Ritornando agli usi dei due peptidi in medicina umana si ricorda che,
qualora si volessero utilizzare i test BNP o NT-proBNP per la diagnosi di
insufficienza cardiaca congestizia in pazienti con sintomi e segni
respiratori ambigui, le concentrazioni dei due peptidi non dovrebbero
essere interpretate in modo rigido, perché la forza del test diminuisce con
l'aumentare di altre indagini cliniche come: anamnesi, esame fisico,
radiografia ed ecocardiografia®.

Al contrario, nei casi in cui i test tradizionali risultino dubbi, I'aggiunta del
test NT-proBNP per la valutazione clinica, migliora l'accuratezza della

diagnosi®’’ ©8,
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Dunque, se usato nel contesto di un sano giudizio clinico e con in mente
I'ampio ventaglio di diagnosi differenzali, sia BNP che NT-proBNP hanno
dimostrato di avere un alto valore nell’identificazione o esclusione di casi
di insufficienza cardiaca™ ®.

Un’ulteriore indicazione all’'uso del test BNP o NT-proBNP & quello di
stratificare il rischio di morbilita e mortalita nei pazienti®.

Nei soggetti umani, il rischio di morte aumenta del 35% per ogni
aumento di 100ng/L del range per il BNP".

Misurazioni seriali, che rilevano valori > del 85 % o0 < del 46% dei range
per BNP o NT-proBNP, si possono associare, rispettivamente, ad un
peggioramento o a un miglioramento dello stato clinico del paziente e del
rischio di morte’".

I soggetti con malattia della valvola mitralica precoce, con concentrazioni
elevate di BNP, avevano una probabilita di morte o di insufficienza
cardiaca congestizia 4,7 volte maggiore rispetto ai pazienti con

concentrazioni di BNP nella norma’.

Bnp in medicina veterinaria

Praticita e limitazioni di NT-proBNP

Il test NT-proBNP, come molti test diagnostici ha alcune limitazioni,
correlate in particolar modo alla presenza di malattie concomitanti, alla
somministrazione di farmaci (diuretici) che possono alterare il volume dei
fluidi, ed alla notevole variabilita settimanale delle cocentrazioni
plasmatiche dell’ormone. Inoltre la stabilita nel siero canino di NT-proBNP

& altamente influenzato dal tempo e dalla temperatura®.
Funzione renale

Negli esseri umani BNP e I'NT-proBNP sono in parte escreti attraverso la

filtrazione renale; pertanto, livelli circolanti di questi biomarcatori,
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possono essere elevati nei soggetti con disfunzione renale e diminuita

velocita di filtrazione glomerulare.

Negli studi veterinari di Schmidt” e Raffan’, & sta riscontrata una
concentrazione media di NT- proBNP piu alta nei cani con iperazotemia
rispetto ai controlli sani.

La differenza di concentrazione di NT-proBNP tra questi gruppi, era
maggiore di 2,4-4,7 volte nei cani affetti da patologia renale.

In entrambi gli studi, la presenza di azotemia spesso era sufficiente per
far aumentare la concentrazione di NT-proBNP al di sopra del normale
range di riferimento, classificando cosi i cani erroneamente come positivi.
Questo risultato pud essere regolato tramite |’elaborazione di valori
corretti per I'azotemia (NT-proBNP/creatinina)”’.

E probabile che, elevate concentrazioni di NT-proBNP non siano
unicamente il risultato di una minore filtrazione renale, ma questa
situazione possa verificarsi secondariamente ad una disfunzione diastolica
e un aumento del volume plasmatico, con conseguente stiramento
miocardico aumentato.

Ipertensione sistemica e/o polmonare sono entrambe associate con
aumenti di NT-proBNP”> 76,

Nella cosiddetta sindrome cardio-renale’’, che & un'entita clinica
complessa caratterizzata da concomitante disfunzione cardiaca e renale,
si possono ritrovare aumenti di NP.

Nei cani’, I'assenza” o la debole correlazione” tra NT-proBNP e
creatinina sierica, supporta la teoria che [I'NT-proBNP non &
semplicemente il risultato di una diminuita filtrazione glomerulare.

Cosi, nei pazienti con malattia renale, elevati livelli di BNP o NT-proBNP,

possono, comunque, fornire informazioni prognostiche importanti.
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Variabilita biologica

A differenza dellANP, un minimo di BNP viene, comunque,
immagazzinato prima del rilascio.

La secrezione del BNP € modulata da un aumento nella trascrizione, che
richiede un periodo sufficientemente lungo (generalmente 1-3 ore), tra lo
stimolo iniziale per il rilascio e I'aumento dei livelli in circolo”™.

Oyama®® afferma che, nei pazienti sani, esiste una varibilia settimanale
nelle concentrazioni di NT-proBNP che pu0 determinare fluttuazioni di
alcuni soggetti verso la falsa positivita o negativita.

Queste oscillazioni possono derivare da una variazione della produzione
del NT-proBNP, correlato al ritmo circadiano, cambiamenti nella dieta,
assunzione di acqua, esercizio fisico e alla clearance del peptide stesso®"
82

; questa variabilita andrebbe sempre tenuta in considerazione nel

momento dell’interpretazione dei risultati.

MMMM BNP or NTproBNP testing in hamnans and dogs
dication Evidence i Honans Evidence in Dogs
Diagnosis of heart faibure Strong hioderately strong
Patierds writh anbiguous signe Strong hioderately strong
Patierds with suspicious signs Moderately strong hioderstely strong
Patierts vrith obwious heart Hot useful Hot useful
faibare signs
Detectioniof ocoult left weerdricalar Mdoderate
dysfimction
High-risk populations Moderate hioderate
CGreneral population sareening Not useful Likely not useful
Rick stratification and Strong Moderately strong
prognostication
Biomnarker-guided therapy Thrdaovm Fewr data available’

Fig.1.3.3 Indicazioni potenziali dell'uso di BNP o NT-proBNP nell'uomo e nei cani46
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NT-proBNP in cani con sintomi respiratori

Il test NT-proBNP €& particolarmente indicato nei cani con sintomi
respiratori di causa sconosciuta”™ ®,

Spesso i dati raccolti dall’anamnesi e i segni clinici non riescono a indicare
chiaramente se la causa primaria della dispnea & da associarsi ad una
patologia respiratoria o ad un’insufficienza cardiaca congestizia.

Nei cani geriatrici & comune il ritrovamento concomitante di endocardiosi
delle valvole atrio-ventricolari e difficolta respiratoria.

In questi soggetti, la presenza di un soffio cardiaco, potrebbe indurci a
ritenere la patologia cardiaca il problema principale, anche se, questo
sillogismo non € sempre corretto.

Nello studio di Fine e colleghi®, sono stati esaminati 46 cani con difficolta
respiratoria o tosse: la concentrazione media di NT-proBNP era,
significativamente piu alta nei cani con insufficienza cardiaca rispetto ai
cani con malattie respiratorie come la bronchite cronica, infezioni o
neoplasie.

Nei 21 cani con malattie respiratorie, infatti, le concentrazioni di NT-
proBNP erano inferiore a 800 pmol/L, conferendo a questo valore, il 100
% di specificita per le patologie polmonari.

In 23 su 25 pazienti (92%) con insufficienza cardiaca, invece, le
concentrazioni di NT-proBNP erano superiori a 1400 pmol/L.

Nello studio di Oyama®, la concentrazione di NT-proBNP era maggiore di
1158 pmol/L, nei soggetti con patologia cardiaca congestizia,
permettendo di differenziare, con una notevole accuratezza, i pazienti
affetti da patologie respiratorie da quelli con insufficienza cardiaca.

In questo studio & stato incluso un ulteriore gruppo di cani (gruppo 3)
che presentavano contemporaneamente malattia respiratoria e
un‘endocardiosi asintomatica: la concentrazione media dell’'ormone in
questi pazienti era sovrapponibile a quelli con patologie respiratorie
(Fig.1.3.4)%.
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Studi come questi cercano di dicotomizzare lo stato clinico del paziente,
questo e facilitato dal fatto che si hanno solo due opzioni: patologia
cardiaca o non cardiaca, utilizzando solo una variabile continua ad
esempio la concentrazione di NT-proBNP.

Valori inferiori a 900 pmol/L sono altamente specifici di malattia
respiratoria, valori approssimativamente superiori a 1800 pmol/L sono
altamente specifici di insufficienza cardiaca congestizia, mentre i valori
intermedi, (tra 900 e 1800 pmol/L) hanno valore predittivo e clinico
minore e devono essere interpretati con maggior cautela.

875 e di Januzzi e Maisel®**, bisogna

Nello studio clinico di Fine, Oyama
sempre aver presente che, il test gold standard per la diagnosi di CHF o
malattie respiratorie € lo studio del quadro clinico del paziente(anamnesi,
segni clinici, radiografie, elettrocardiogrammi, ecocardiogrammi e
diagnostica di secondo livello).

L'ottica nella quale deve essere inserito il test NT-proBNP & di associarlo
agli altri test diagnostici, pit comunemente usati nella pratica clinica, e
non come loro sostituto; con lI'aumentare della competenza dei vari studi
diagnostici convenzionali, si assiste ad una diminuzione del valore
predittivo dei test con i biomarkers.

Dunque, in questo momento il massimo valore del test NT-proBNP &

quello usato nei pazienti la cui storia clinica risulta ambigua®.
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Per i pazienti umani, con insufficienza cardiaca congestizia arrivati al
pronto soccorso, il test Nt-proBNP e risultato molto importante nella
corretta classificazione dei pazienti nel triage, ed e probabile che questo

possa rivestire la stessa importanza anche in campo veterinario.

NT-proBNP in cani con sospetta patologia cardiaca

Un'altra indicazione potenziale per il test NT-proBNP ¢ il rilevamento di
malattie cardiache asintomatiche o occulte.

Durante questa fase, la diagnosi precoce potrebbe essere un valido aiuto
per monitorare la progressione ed, eventualmente, intervenire prima
dell'insorgenza dei segni clinici.

Nel caso della cardiomiopatia dilatativa occulta (DCM), il test NT-proBNP
puo avere valore in caso di ritrovamento di reperti come di soffi cardiaci
che risultano dubbi.

Inoltre, i test gold standard utilizzati per la cardiomiopatia occulta, come
I'esame elettrocardiografico (ECG) e gli esami ecocardiografici, sono
relativamente costosi e richiedono competenze e attrezzature
supplementari.

Nei Dobermann, il test BNP possiede una sensibilita relativamente alta
(95,2 %), ma una bassa specificita (61,9 %), quindi, sarebbe normale
aspettarsi molti falsi positivi, limitando cosi I'utilita del test.

Wess e colleghi®®, hanno esaminato 324 cani Doberman e hanno scoperto
che il test NT-proBNP possedeva bassa sensibilita e specificita
(rispettivamente 76,1 % e 76,9 %) nel confermare le anomalie rilevate,
rispetto all’ecocardiografia o all'ECG.

Tuttavia, nei cani con anomalie ecocardiografiche, la sensibilita saliva al
90%.

Nello studio di Singletary®®, in 71 cani Dobermann, la combinazione del
test NT-proBNP e del monitoraggio con Holter ha dato dei risultati con
una sensibilita del 100%, una specificita del 93,2 % e una precisione del

94,4%, nel rilevare 19 cani affetti.
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Pertanto, € possibile che il test NT-proBNP, insieme ad un monitoraggio
Holter e ad uno studio elettrocardiografico, risulti la combinazione
ottimale per Ila diagnosi di cardiomiopatia dilatativa occulta nei
dobermann, razza in cui la prevalenza della malattia e alta®.

Il test NT-proBNP rivela informazioni specifiche del paziente in un
determinato momento e non si pud escludere che quel soggetto non
soffrira mai di quella patologia.

Nonostante cio, NT-proBNP pud giocare un ruolo importante come
screening iniziale in animali che appartengono ad una popolazione ad alto

rischio®.

NT-proBNP per stratificare il rischio

I medici veterinari possiedono una limitata capacita di predire il rischio di
morbilita e mortalita nei cani con malattie cardiache.

E’ stato dimostrato, nello studio di Tarnow®, che la concentrazione del
peptide natriuretico aumenta con I'aumentare della gravita della malattia
nei cani con presenza o assenza di segni clinici nella loro storia®.
Numerosi studi sono stati condotti sulla stratificazione del rischio e, la
maggior parte di questi, riguardano soggetti con MMVD come verra
illustrato nel capitolo 3.1; comunque, € possibile che biomarcatori come
NT-proBNP possano prevedere, con precisione, quando €& prevista
I'insufficienza cardiaca o la mortalita.

Questi studi forniscono un assaggio di come questi biomarkers
potrebbero avere tutte le potenzialita di dare informazioni, clinicamente
importanti, sulla stratificazione del rischio.

Nonostante cid, sono necessari ulteriori studi per definire meglio gli scopi
diagnostici e il target di pazienti, ma & chiaro che la previsione di rischio
nei cani con malattia della valvola mitrale ha un grande impatto
potenziale, soprattutto se si pud dimostrare che, dopo l'identificazione dei
pazienti ad alto rischio, l'intervento puo favorevolmente modificare la

storia naturale della sua malattia.
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Gli autori considerano questa indicazione come uno dei pit importanti usi
potenziali del test NT-proBNP*®.

In uno studio di Morris®, i cani Dobermann con DCM e concentrazione di
NT-proBNP elevata, avevano una sopravvivenza media che era 6 volte
minore rispetto ai soggetti con concentrazioni piu basse.

Nello studio di Noszczyk-Nowak®®, NT-proBNP aveva predetto la
sopravvivenza di cani con DCM, 60 giorni dopo il primo esame.
Nei cani con cardiomegalia, confermata tramite radiografia o
ecocardiografia, elevate concentrazioni di NT-proBNP, dovrebbero attirare
I'attenzione del clinico, al fine di individuare al piu presto l'eventuale
insorgenza dei primi segni di CHF.

Negli animali ad alto rischio di CHF, il consiglio da dare ai proprietari &
quello di monitorare la frequenza respiratoria del cane a riposo.

In cani sani la frequenza respiratoria media durante la notte e di 13 atti
al minuto e raramente supera i 30 apm.

Piu di 41 atti respiratori al minuto sono un indicatore sensibile per il

rilevamento di CHF®°,

NT-proBNP per guidare la terapia

Un'indicazione finale per I'impiego di NT-proBNP €& I’'uso in una terapia
personalizzata e guidata in base ai livelli dei biomarkers riscontrati.
Secondo l'esperienza degli autori, in genere la risoluzione
dell'insufficienza cardiaca congestizia, determina una diminuzione delle
concentrazioni di NT-proBNP, ma non al di sotto del normale range di
riferimento.

Risulta, comunque, sconosciuto il fatto che, aumentando la terapia e
rendendola piu aggressiva, per cercare di ridurre ulteriormente le
concentrazioni di NT-proBNP, potrebbe cambiare la progressione della
malattia o la probabilita di recidiva di scompenso cardiaco.

Anche in umana i risultati di tale evoluzione risultano dubbi®.
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1.4 SEROTONINA

Il sistema serotoninergico

La serotonina (5-idrossitriptamina, 5-HT) €& un neurotrasmettitore
appartenente alla classe di composti aromatici detti indoli, che
presentano un anello a cinque atomi contenente azoto condensato con un
anello benzenico.

Questa molecola €& un neurotrasmettitore sintetizzato nelle cellule
enterocromaffini  dell’apparato  gastrointestinale e nei neuroni
serotoninergici del sistema nervoso centrale (SNC)°% 91,

La biosintesi della serotonina prevede come prima tappa l'idrossilazione
del triptofano in posizione 5 per formare il 5-idrossi-triptofano (5-HTP),
reazione catalizzata dall’enzima triptofano idrossilasi (TPH).

Questo enzima esiste in due isoforme che hanno una differente
distribuzione nell'organismo: la TPH1 e localizzata prevalentemente nei
tessuti periferici, nei fotorecettori dell’occhio e nella ghiandola pineale; la
TPH2 e presente esclusivamente nei neuroni serotoninergici del SNC.

La 5-HTP viene decarbossilata dall’'enzima  5-idrossitriptofano
decarbossilasi a 5-HT.

La 5-HT viene catabolizzata ad acido 5-idrossi-indolacetico (5-HIAA)
tramite I'azione delle monoaminossidasi A (MAOA) (Figura 1.4.1).

La serotonina produce i suoi effetti attraverso una varieta di recettori
transmembrana, presenti sia nel SNC che nel sistema nervoso periferico
e in tessuti non neuronali, quale l'intestino e il sistema cardiovascolare.

I recettori per la serotonina sono suddivisi in 7 classi (da 5-HT1 a 5-HT7)
distinte in base alle -caratteristiche strutturali, funzionali e
farmacologiche®.

La serotonina, come tutte le ammine biogene, dopo il loro rilascio nel
vallo sinaptico, termina la sua azione grazie all’attivita di specifici
trasportatori, localizzati sulla membrana plasmatica, che ne mediano il

“reuptake” cioe la ricaptazione.
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Il trasportatore specifico della serotonina si chiama SERT ed appartiene
alla famiglia dei trasportatori dei neurotrasmettitori Na+/Cl™ -dipendenti;
esso modula i livelli di serotonina nell'ambiente extracellulare, regolando,
in tal modo, anche l'attivazione dei recettori®

Nel citosol l|la serotonina viene internalizzata, tramite ['azione di
trasportatori vescicolari di monoammine (VMAT), in vescicole di deposito,

dove viene conservata fino al momento del rilascio®.
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Fig.1.4.1 Biosintesi e degradazione della serotonina
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Il sistema serotoninergico € il primo ad apparire nell’embriogenesi
precoce sia dei vertebrati che degli invertebrati, prima ancora del
differenziamento del sistema nervoso, ed € proprio in questa fase che, la
serotonina raggiunge i suoi livelli pil elevati di concentrazione® °®,

Negli ultimi anni sono emerse numerose evidenze a sostegno dell’ipotesi
che la serotonina, prima di agire quale neurotrasmettitore per |'encefalo
adulto, rappresenti un fattore determinante nella modulazione della
plasticita sinaptica e dello sviluppo sia del SNC che di altri tessuti.

I neuroni serotoninergici, infatti, sono tra i primi a formarsi durante lo
sviluppo embrionale e la serotonina viene rilasciata dagli assoni in
crescita prima che le sinapsi siano completamente formate®.

Nel SNC dei vertebrati la maggior parte dei neuroni che producono
serotonina sono localizzati tra mesencefalo e romboencefalo.

La serotonina e sintetizzata anche nei fotorecettori della retina, nella
ghiandola pineale, ed a livello periferico, nelle cellule enterocromaffini
dell'intestino, nei tessuti neuroepiteliali dei polmoni e nelle cellule
parafollicolari della tiroide.

Essa e una delle piu importanti molecole presenti nell’intestino, all’interno
delle cellule enterocromaffini, dove si ritrova circa il 90% del contenuto
totale di serotonina corporea®.

Nello sviluppo dei mammiferi, molto precocemente, & stata riscontrata la
presenza di serotonina a livello del cuore, del mesenchima craniale e
della notocorda®’.

Piu tardivamente nell’embriogenesi, quando i neuroni serotoninergici
sono differenziati, si riscontra la presenza di serotonina nel talamo, nella
corteccia limbica, nell'ipotalamo, nella retina e nel nucleo olivare
superiore®®.

Infine, nell’'organismo adulto si riscontra la presenza di serotonina nelle
piastrine che la ricaptano dal circolo sanguigno e la rilasciano quando
sono attivate®.

La serotonina regola numerosi processi fondamentali sia durante lo

sviluppo embrionale che nell’'organismo adulto.
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Tra le funzioni fisiologiche regolate dalla serotonina vi sono i processi
della memoria, il ciclo sonno-veglia, la secrezione neuroendocrina, il
comportamento sessuale, I"appetito, I'attivita motoria, la
termoregolazione e il dolore'®.

La serotonina svolge, inoltre, un ruolo fondamentale nella regolazione
dell’attivita degli apparati respiratorio, cardiovascolare e
gastrointestinale®® % 1%,

Un’alterata regolazione della trasmissione serotoninergica nell'uomo ha
effetti su numerosi aspetti comportamentali ed € la causa di disordini
dell’alimentazione e di patologie neuropsichiatriche!®3 104,

Molte sostanze che modulano il sistema serotoninergico, sono alla base
dei trattamenti farmacologici per tali malattie.

Alterazioni dei livelli di serotonina sono ritenuti responsabili di numerose
patologie dell'uomo e degli animali che comprendono disordini cardiaci,

malattie gastrointestinali, tumori, miopatie e numerose altre® %6 101,102,

I recettori della serotonina

La serotonina € l'unica fra le monoamine biogene ad esercitare la sua
azione mediante l'attivazione di 14 distinti recettori, suddivisi in 7 classi
sulla base delle caratteristiche strutturali e funzionali®* %3,

Fatta eccezione per il recettore 5-HT3, che appartiene alla famiglia dei
canali ionici, tutti i recettori per la serotonina appartengono alla
superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G, e suddivisi in ulteriori
14 sottotipi, rappresentano una delle famiglie piu complesse di recettori di
neurotrasmettitori.

La famiglia dei recettori 5-HT1 & composta da cinque membri (5-HT1A, 5-
HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F); di questi, per il nostro interesse sul
cuore, verra ricordato il 5-HT1B che ha effetti sulla vasocostrizione.

La famiglia dei recettori 5-HT2 & costituita da tre membri: 5-HT2A, 5-
HT2B e 5-HT2C dei quali il 5-HT2B ha effetti sul sistema cardiovascolare.
La diffusa espressione del recettore 5-HT2B nell’'embriogenesi precoce

(cellule della cresta neurale, tubo neurale, cuore, intestino, somiti,
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vescicole ottiche, archi faringei, mesenchima cranio-facciale) fa supporre
un ruolo fondamentale di 5-HT2B nella morfogenesi mediata dalla
serotonina.

I recettori 5-HT3 appartengono alla superfamiglia dei recettori accoppiati
a canali ionici e sono costituiti da cinque subunita che delimitano un
canale centrale. Tali recettori sono localizzati sui neuroni centrali e
periferici, dove essi causano una rapida depolarizzazione in seguito al
movimento di cationi da e verso la cellula (Na+ e Ca++ in entrata e K+
in uscita).

I recettori 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 sono accoppiati alla proteina Gs e,
tramite I'attivazione dell’enzima adenilato-ciclasi, promuovono Ia
formazione di cAMP che interagisce con vari bersagli, quali la proteina-

chinasi A (PKA) o i canali ionici del calcio®.

Il trasportatore della serotonina SERT

Il trasportatore specifico della serotonina (SERT) € una proteina integrale
di membrana di circa 600 amminoacidi, con dodici domini
transmembrana ed i residui carbossi- ed ammino-terminale
citoplasmatici®.

Nel dominio idrofilico extracellulare di SERT, tra i domini transmembrana
3 e 4, sono presenti due siti canonici di glicosilazione.

La proteina contiene anche siti di fosforilazione ed, in particolare, tre
residui per la PKA e tre per la proteina chinasi C (PKC) che regolano
I'attivita del trasportatore tramite due sistemi opposti, quello del cAMP e
quello del fosfaditilinositolo fosfato (PIP2).

La PKA quando ¢ attivata dal cAMP induce un aumento della ricaptazione
della serotonina, mentre l'attivazione della PKC provoca una riduzione
dello stesso'®.

L'espressione di SERT & stata evidenziata in diversi distretti
dell’organismo a vari stadi dello sviluppo embrionale®; il primo apparato
in cui compare & il gastrointestinale a cui seguono I'apparato

cardiovascolare, la pelle, il fegato, la lingua, il tessuto adiposo bruno, il
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connettivo, il sistema nervoso periferico, la midollare del surrene, i
primordi dei denti, I'orecchio interno, la tiroide.

Nel SNC si ritrova nella retina, nel sistema limbico, nel nucleo cocleare,
nel nucleo genicolatolaterale e nella ghiandola pituitaria®.

Nell'organismo adulto il trasportatore & localizzato nei polmoni,
nell’intestino, nella milza, nei plessi enterico e mioenterico, nella
corteccia frontale, nell’ippocampo, nello striato e nel rombencefalo, nella
parte posteriore dell’encefalo e in corrispondenza dei nuclei del raphe
dove raggiunge i livelli di massima espressione®®: 107109,

Varianti geniche che alterano la funzionalita di SERT nell'uomo producono
fenotipi simili a quelli manifestati nel topo''°. E’ documentato, ad esempio,
che la variazione di lunghezza in una sequenza funzionale presente nella
regione di controllo della trascrizione del gene di SERT & associata a
diverse patologie mentali.

Altre patologie associate ad alterazioni nella funzionalita di SERT, ma non
strettamente correlate alle funzioni del sistema nervoso, sono l'infarto del
miocardio, l'ipertensione polmonare, la sindrome dell’intestino irritabile e
la sindrome della morte infantile improvvisa (SIDS)0!, 102, 111,112
L'accertato ruolo di SERT, in numerose patologie del sistema nervoso
associate ad aspetti emotivi o comportamentali, ha reso tale proteina un
bersaglio molto utilizzato nelle terapie farmacologiche.

Gli inibitori selettivi di SERT, i cosiddetti farmaci SSRI, vengono

ampiamente utilizzati per la cura della depressione®® 113,

Il sistema serotoninergico nel cuore

La serotonina regola le funzioni cardiovascolari sia durante I'embriogenesi
che nell’etd adultal®? 106-108, 114-115
Lo sviluppo cardiaco e sotto il costante controllo della serotonina e le
cellule cardiache accumulano attivamente la serotonina durante tutto il
periodo dello sviluppo embrionale.
Alti livelli di serotonina, infatti, sono stati riscontrati nel miocardio di topi
sin dagli stadi embrionali piu precoci'®.
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Nelle prime fasi della gravidanza la serotonina e trasportata attraverso la

120 122

placenta'® e prodotta poi nell’intestino*** e nel cervello'?.

I cardiomiociti, tuttavia, sembrano non esprimere |'enzima TPH necessario
per la sintesi della serotonina'® per cui I'accumulo di serotonina nei
cardiomiociti deriva da un attivo “uptake” della serotonina mediato dal suo
trasportatore SERT',

Nei primi stadi di sviluppo embrionale, I'mRNA di SERT & stato rilevato
nelle cellule della cresta neurale e nel cuore®.

Da studi condotti trattando colture di cardiomiociti fetali con
concentrazioni crescenti di serotonina, sembra che I'ammina eserciti un
effetto mitogenico su tali cellule e su cellule non muscolari*®.

L'effetto della serotonina sulla proliferazione di cellule cardiache si esplica
tramite l'attivazione di specifici recettori ed in particolare del recettore 5-
HT2B'®.

Studi condotti su topi KO (topi “nulli per SERT”) per il recettore 5-HT2B
mostrano il ruolo di tale recettore nello sviluppo e nel differenziamento del

cuore adulto™*

, mentre il recettore 5-HT1B sembra che sia coinvolto nella
proliferazione delle cellule subendoteliali valvolari'®.

Presidi farmacologici, che agiscono sul sistema serotoninergico, sono stati
associati ad un numero significativo di effetti deleteri sul sistema
cardiovascolare, quali l'ipertensione cardiovascolare, |'aritmia cardiaca e le
anomalie valvolari cardiache!l? 119 126-128

Nei pazienti con tumori carcinoidi € stata osservata l'associazione di alti
livelli di serotonina con una fibrodisplasia principalmente delle valvole
cardiache del lato destro'*.

Tali evidenze ben si correlano al profilo di espressione del gene SERT nel
cuore durante lo sviluppo e nell’eta adulta'®.

L'osservazione che topi SERT-KO sviluppano valvulopatie e fibrosi
miocardica ha fornito ulteriori chiarimenti sulle patologie cardiache
valvolari associate alla serotonina e sul ruolo di SERT nella loro

patogenesi*®.

51



Il ruolo della serotonina sui tessuti cardiaci delle valvole & esteso e
complesso.

L'attivazione, da parte della serotonina, delle vie di trasduzione di segnali
mediate dalle proteine G, promuove un aumento di espressione della
citochina TGF-p1131/ 132,

E’ stato dimostrato che la serotonina promuove segnali fibrotici nelle

133, 134 o nelle cellule

cellule valvolari interstiziali di pecora in coltura
mesangiali di rene™! inducendo I'espressione di TGF-B1 attraverso una via
di traduzione del segnale.

TGF-B1 e coinvolta nella patogenesi di numerose patologie cardiovascolari,
quali l'ipertensione, arteriosclerosi, ipertrofia cardiaca e insufficienza
cardiaca’®.

TGF-B1 trasmette segnali principalmente attraverso le proteine
citoplasmatiche Smad, che traslocano nel nucleo cellulare e agiscono da
fattori trascrizionali**®.

Le proteine Smad svolgono un ruolo importante nel rimodellamento
cardiaco e nell’insufficienza cardiaca attraverso la regolazione di processi
fibrotici, apoptotici ed anti-ipertrofici*’.

Membri della famiglia delle protein-chinasi attivate da mitogeni (MAPK)
sono coinvolti nelle vie di trasduzione del segnale TGF-B1/Smad.

Nelle cellule vascolari del muscolo liscio, TGF-B1 attiva tre MAPK di cui una
e la chinasi regolata da segnali extra cellulari (ERK).

E’ stata dimostrata un’interazione tra ERK e Smad.

L'inibizione di ERK riduce i livelli di fosforilazione di Smad indotti da TGF-
B1, la produzione di collagene e la sua attivita di promotore, indicando che
I'attivita di ERK & necessaria per un’ottimale risposta a TGF-B1™".

Sebbene sia stato dimostrato il ruolo significativo di TGF-Bl1 nella
patogenesi valvolare, ulteriori studi che utilizzano modelli animali sono
necessari per fornire maggiori evidenze sulla correlazione tra TGF-B1 e la
fibrosi cardiaca.

Topi KO per SERT hanno mostrato un aumento di accumulo di collagene

130

nei foglietti delle valvole cardiache, rispetto ai controlli™™ e miofibroblasti
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di valvole cardiache umane hanno dimostrato un aumento della
produzione di collagene, in seguito a somministrazione di serotonina®.

Lo studio dei processi dello sviluppo embrionale delle valvole cardiache in
cui € coinvolta la serotonina, puo risultare estremamente utile ai fini di
una migliore comprensione degli eventi molecolari responsabili delle

patologie delle valvole cardiache.
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CAPITOLO I1I: ENDOCARDIOSI MITRALICA

L'endocardiosi mitralica, nota anche come malattia degenerativa
mixomatosa della valvola mitralica, fibrosi cronica della valvola mitralica o
malattia cronica mitralica, € la patologia cardiaca acquisita piu frequente
nel cane e colpisce, prevalentemente, i soggetti anziani, con piu del 75%
dei cani affetti di eta superiore ai 16 anni'®.

E’ poco frequente in cani di eta inferiore a 5 anni, con |'eccezione dei cani
di razza Cavalier King Charles Spaniel nei quali l'insufficienza mitralica
viene diagnosticata in circa il 10% dei soggetti con eta inferiore a 1
anno* e aumenta, linearmente, con il progredire dell’eta a cominciare dai
5-6 anni di eta™'*,

La patologia pu0 interessare tutte le razze, ma la sua prevalenza varia
notevolmente.

I cani appartenenti alle razze di piccola e media taglia, come Barboni
nani, Bassotti, Cavalier King Charles Spaniel e Chihuahua, sono
maggiormente colpiti'®°.

E’ stato, inoltre, riscontrato che i soggetti maschi sono molto piu
predisposti a sviluppare la patologia, rispetto alle femmine, anche ad
un’eta piu giovane rispetto a quella dei 10 anni (il che significa che la
frequenza di riscontro della patologia ad una data eta € maggiore nei
pazienti di sesso maschile rispetto a quelli di sesso femminile)'®.

Si deve fare un appunto riguardo alla confusione che si pud venire a
creare sentendo parlare di “prolasso della valvola mitralica”: questa
descrizione, infatti, non costituisce un sinonimo di endocardiosi mitralica,
bensi una conseguenza, molto frequente, della patologia stessa (che
peraltro puo verificarsi anche in altre condizioni patologiche)'.
Ugualmente, non si puo parlare di endocardiosi mitralica con il termine di
“insufficienza mitralica”, dato che, anche in questo modo, non si indica il
processo patologico alla base del disturbo, ma solo la condizione
emodinamica, conseguente alla malattia degenerativa della valvola

mitralical®® 149,
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L'endocardiosi mitralica €& una patologia a progressione lenta,
caratterizzata dalla degenerazione dell’apparato valvolare, che esita nella
mancata coaptazione dei lembi valvolari e, di conseguenza,
nell'insufficienza valvolare!3® 130- 151,

Generalmente, la patologia evolve dalla forma lieve alla forma grave
nell’arco di diversi anni e non tutti i cani affetti necessitano di terapia
cardiologica™.

Negli ultimi anni, lo studio dell’endocardiosi mitralica ha portato
all'individuazione dei fattori di rischio per l'evoluzione della patologia,
questi sono rappresentati dall’etd, dal sesso, dalla razza, dalla gravita
delle lesioni valvolari, dalla dilatazione dell’atrio sinistro, dalla frequenza
cardiaca, dalla presenza di aritmie e dalla comparsa di sincopi'®.

Un’etd superiore a 8 anni al momento della diagnosi, il sesso maschile,
alcune razze come il Cavalier King Charles Spaniel e il Bassotto Tedesco,
la presenza di dilatazione atriale sinistra, il coinvolgimento di entrambi i
lembi valvolari dal processo degenerativo, una frequenza cardiaca di base
elevata, la presenza di aritmie quali fibrillazione atriale o tachicardie
sopraventricolari e la presenza di sincopi sono stati correlati a tempi di

sopravvivenza ridotti*’.

55



2.1 EZIOLOGIA

L'eziologia dell’endocardiosi valvolare mitralica non & stata ancora
accertata, anche se si sospetta una predisposizione genetica. Da studi
effettuati su famiglie di Cavalier King Charles Spaniel e Bassotti Tedeschi
150, 152134 " sembra che la malattia presenti un’ereditarietd poligenica®®.
L'ipotesi della natura poligenica della malattia e stata formulata per la
prima volta da Swenson nel 1996, in base all'osservazione che i
Cavalier King Charles Spaniel, con malattia piu grave, davano origine ad
una prole affetta, in modo molto piu frequente, da soffi cardiaci intensi
rispetto ad altri cani affetti da una malattia pilu lieve!*> 13,

Il fatto che le stesse alterazioni evidenziate a livello valvolare, nei cani
affetti dalla patologia, si riscontrano anche in uomini affetti da patologie
del collagene (per esempio da sindrome Marfan, sindrome Ehlers-Danlos
e osteogenesi imperfetta) suggerisce che, alla base delle lesioni
degenerative, potrebbe esserci un‘anomalia del collagene®*? 1°°,

Un’altra ipotesi propone il coinvolgimento delle cellule valvolari interstiziali
(VIC), nella patogenesi della patologia.

Le cellule valvolari interstiziali, normalmente, hanno la funzione di
regolare il turnover della matrice extracellulare, attraverso la secrezione
della stessa e di enzimi catabolici (per esempio metallo-proteinasi di
matrice MMP)**” 18 'ma in condizioni normali, sono quiescenti e possono
attivarsi in seqguito ad un danno endoteliale e allo stress'®.

La continua attivazione delle VIC, per l'instaurarsi di un circolo vizioso
(danno endoteliale-stress-riparazione), porterebbe ad un’alterazione del
metabolismo correlato al processo di glicosilazione nei glicoconiugati, ed
in particolare, nell’attivita enzimatica coinvolta nella formazione della
componente carboidratica (glicano) legata alla porzione proteica.

In definitiva, il rimodellamento della struttura valvolare, porterebbe ad
una diminuzione di collagene e alla deposizione di proteoglicani in eccesso

nel suo spessore™®.
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Uno studio ha messo in evidenza che le VIC, di cani affetti da
degenerazione mixomatosa mitralica, subiscono trasformazioni fenotipiche
tramutandosi in miofibroblasti o cellule muscolari lisce'®, che correlano
fortemente con lo stadio e la progressione della patologia™®’.

Il ruolo di queste cellule, nel processo degenerativo, non & ancora chiaro
ma molti ricercatori ipotizzano che potrebbero agire da attivatori della
degenerazione stessa'®.

Un’altra ipotesi vede il coinvolgimento della serotonina nella patogenesi
della malattia mitralica. In medicina umana, diverse condizioni che
aumentano i livelli circolanti di serotonina sono state correlate con lo
sviluppo di lesioni degenerative valvolari** %,

In medicina veterinaria € stato dimostrato che i cani, affetti dalla patologia
mitralica, presentano concentrazioni elevate di serotonina e
l'upregolazione delle sue proteine di segnalazione, fatti che suggeriscono
l'esistenza di un’associazione tra il sistema di segnalazione della
serotonina e la patogenesi della malattia™® %> 14,

Infine, un’ipotesi coinvolge il fattore di crescita trasformante beta
(Transforming growth factor — TGF-B), nella patogenesi della MMVD, per la
stretta relazione che esiste tra i sistemi di segnalazione del TGF- e la
serotonina™®.

Infatti, € stato dimostrato che i cani affetti dalla patologia presentano
un’elevata espressione delle proteine e del mRNA del TGF-B a livello
valvolare rispetto ai soggetti sani!>® 161162, 165

Per quanto riguarda, invece, la patogenesi del carattere progressivo della
patologia, una teoria che spesso viene proposta, € che si tratti di una
risposta ai ripetuti traumi e allo stress meccanico ai quali € sottoposta la
valvola™® *®; Secondo questa teoria, uno o piu fattori primari (come per
esempio anomalie del collagene o altre alterazioni della matrice
extracellulare) possono causare un movimento valvolare anomalo,
prolasso e di conseguenza rigurgito.

Il prolasso aumenta lo stress meccanico, al quale & sottoposta la valvola,

mentre il rigurgito € responsabile delle lesioni traumatiche.
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Si pensa che questi ripetuti traumi possano influenzare la sintesi e il

rilascio di sostanze vasoattive (come ad esempio I|'endotelina), che

potrebbero indurre le alterazioni mixomatose!>® 1°¢,

2.2 ANATOMIA E ISTOLOGIA DELLA VALVOLA
MITRALE

L'apparato valvolare e costituito dai lembi valvolari, dall’annulus valvolare
fibroso, dalle corde tendinee e dai muscoli papillari'®’ %,

In soggetti normali, i lembi valvolari sono strutture sottili che si
inseriscono sull’anello fibroso valvolare e che si collegano ai muscoli
papillari del ventricolo sinistro tramite le corde tendinee'®.

Altro nome con il quale ci si puo riferire alla valvola & “bicuspide”, in
funzione del fatto che &€ composta da due lembi valvolari: si riconoscono
un lembo anteriore o “settale” e un lembo posteriore “murale” (c’e
comunque da dire che il loro riconoscimento non & cosi netto come puo
168

apparire quello della valvola tricuspide ad un esame macroscopico)

Istologicamente, la valvola normale presenta quattro strati, i quali

seguendo una direzione atrio-ventricolare, sono cosi descrivibili:

o Endocardio atriale;

o Strato spongioso (costituito da una sottile struttura di fibre
collagene, fibre elastiche e fibroblasti dispersi in una matrice
mucopolisaccaridica);

o Strato fibroso (rappresenta la zona piu spessa della struttura
valvolare ed & formato da uno strato denso di fibre collagene);

. Endocardio ventricolare'”.

La superficie endocardica atriale dei lembi valvolari appare liscia in tutta
la sua interezza, mentre la superficie endocardica ventricolare si presenta

liscia in corrispondenza della base e rugosa verso |'apice del lembo.
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Le zone ruvide dei lembi fungono da base di attacco per delle strutture
anatomiche sottostanti la valvola, ovvero le corde tendinee: queste si
dipartono dai muscoli papillari sulla superficie interna del ventricolo e,
arborizzandosi nella loro parte distale, vanno a inserirsi in corrispondenza
dell’apice rugoso dei lembi valvolari.

Il lembo settale riceve un numero medio di corde superiore a quello
murale.

Nel cane il numero delle corde tendinee varia in maniera significativa da
soggetto a soggetto, in un range che varia da 48 a 74.

I muscoli papillari sono molto piu spessi di quelli presenti nel ventricolo
destro, e vengono identificati come craniale (o sub-auricolare) e caudale
(o sub-atriale).

Macroscopicamente, in corso di endocardiosi mitralica, I'aspetto valvolare
varia secondo lo stadio della patologia.

Nelle prime fasi le alterazioni sono lievi.

Solitamente si osserva l‘allungamento delle corde tendinee e dei lembi
valvolari e la formazione di piccoli noduli a livello di margine libero.
Inizialmente le lesioni nodulari sono pit marcate nel punto dove si
inseriscono le corde tendinee e causano il prolasso della valvola verso
I"atrio.

Con la progressione della patologia, questi noduli aumentano di humero e
di dimensioni e diventano confluenti.

Nelle fasi piu avanzate, il prolasso valvolare peggiora, i margini dei lembi
si ispessiscono ulteriormente e le lesioni si sviluppano anche in altri settori
dell’apparato valvolare.

Eventualmente le corde tendinee possono essere coinvolte dal processo
patologico ed essere soggette a rottura.

Queste alterazioni causano l'impedimento della coaptazione dei lembi e la
valvola diventa incompetente!*9 169,

Per la classificazione della progressione delle lesioni valvolari si utilizza lo

schema proposto da Whitney e successivamente modificato da Kogure.
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Da un punto di vista macroscopico, le lesioni

valvolari furono classificate per la prima volta

da Whitney nel 1970"'; secondo questa

Normale

classificazione, le lesioni associate ad

3
R

s

endocardiosi mitralica possono essere di

quattro tipi:

. Tipo 1 e Tipo 2: sono lesioni

caratterizzate dalla presenza di piccoli
inspessimenti nodulari pit o meno estesi
sui lembi valvolari, senza interessamento

delle corde tendinee.

. Tipo 3: comprende la formazione di

lesioni piu estese sui lembi valvolari

associate a valvole ridondanti.

o Tipo 4: le lesioni si estendono alle

corde tendinee, e, frequentemente,

Tipo 4 comportano rottura delle

148,172 173,174
stesse™ B

Oltre alla degenerazione valvolare e delle corde tendinee, altre
modificazioni che si riscontrano in sede anatomo-patologica sono legate
alle alterazioni secondarie causate dal rigurgito valvolare quali dilatazione
dell’atrio sinistro, dell’'annulus valvolare e del ventricolo sinistro

(ipertrofia eccentrica), lesioni fibrose endocardiche nell’atrio sinistro
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conseguenti all'impatto con il rigurgito (jet lesions) e, nei casi piu gravi,
vari gradi di rottura dell’endocardio atriale'®.

La rottura a tutto spessore della parete atriale provoca emopericardio e
tamponamento cardiaco mentre la rottura endomiocardica a tutto
spessore puO coinvolgere il setto interatriale causando un difetto
interatriale acquisito.

Infine, spesso, si evidenziano lesioni aterosclerotiche coronariche alle
qguali & stata attribuita la disfunzione miocardica, osservata in alcuni casi
nel corso della patologia'® ",

Microscopicamente, le prime alterazioni osservate avvengono lungo la
superficie atriale della valvola.

L'endotelio prolifera e c’€ un aumento del numero di fibroblasti
subendoteliali.

Le fibre elastiche tra I'endotelio atriale e la fascia spongiosa si separano.
In seqguito la spongiosa aumenta marcatamente di spessore mentre la
fibrosa subisce processi degenerativi.

Nel corso della malattia, a carico della spongiosa, si evidenzia un marcato
aumento della matrice extracellulare, ricca di acido ialuronico e condroitin
solfato, in assenza di un significativo aumento delle fibre collagene o
elastiche, e si osserva la proliferazione di fibroblasti che conduce alla
formazione di piccoli noduli.

Nella fibrosa, i fasci di collagene aumentano di volume, subiscono
ialinizzazione e frammentazione e degenerano*®.

Le cellule interstiziali, nelle aree affette, spesso presentano alterazioni
morfologiche del nucleo, dei mitocondri e del reticolo endoplasmatico,
disorganizzazione del citoschelettro e mancanza di vescicole secretorie.

Le cellule endoteliali diventano polimorfe e possono mancare in molte aree
affette con conseguente esposizione dello stroma extracellulare.

139, 169

Sono, invece, assenti gli infiltrati inflammatori

Alterazioni simili si osservano a carico delle corde tendinee'®.
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2.3 FUNZIONE DELLA VALVOLA MITRALE

Fino a non molto tempo addietro, si riteneva che i meccanismi di chiusura
ed apertura della valvola mitralica fossero da attribuire alle differenze di
pressione fra il compartimento atriale e quello ventricolare durante il
normale ciclo cardiaco (diastole-sistole). In altre parole, secondo questo
modello la valvola si aprirebbe nel momento in cui la pressione atriale
supera quella ventricolare all’inizio della diastole, e si chiuderebbe quando
la pressione ventricolare supera quella atriale al momento della sistole.
Oggi tale teoria € stata abbondantemente confutata, non fosse altro per il
fatto che se fosse veritiera, per ogni sistole che avviene nel ciclo cardiaco,
si verificherebbe un sensibile rigurgito di sangue dal ventricolo all’atrio
sinistro prima che i lembi della valvola abbiano il tempo di sigillare
I"orifizio atrio-ventricolare.

Il meccanismo di chiusura della valvola mitralica appare dunque come un
meccanismo molto piu complesso, che richiede quindi un ottimo
funzionamento e integrazione dei vari elementi coinvolti nel processo'®®.
Tali elementi sono stati identificati in:

e Cambiamenti di flusso trans mitralico;

e Movimenti dell’anulus mitralico;

e Funzione ventricolare sinistra;

e Movimenti di corde tendinee e muscoli papillari;

e Correnti di Eddy;

e Controllo nervoso-muscolare a livello mitralico.

Il cambiamento di flusso transitorio € in un certo senso la base della
vecchia teoria, dato che prevede l'azione del gradiente pressorio atrio-
ventricolare come input per far aprire passivamente i lembi mitralici.

Per quanto riguarda l’'anulus mitralico, la morfologia pud dunque essere
determinante per la normale attivita della valvola, e quindi, un’aterazione
a questo livello, ne puo compromettere la funzione.

Oltre alla questione prettamente anatomica pero, c’€ da considerare

anche che l'anulus non é statico durante i movimenti di flusso trans
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valvolare: infatti, esso compie dei movimenti per garantire una chiusura
ottimale dell’orifizio atrio-ventricolare.

Durante la sistole, I'anulus si muove verso |‘apice cardiaco, e in questo
modo, senza alterare I|'‘equilibrio pressorio delle camere cardiache,
favorisce il riempimento dell’atrio sinistro; in fase diastolica invece,
I'anulus si muove nella direzione opposta, cioe verso la base del cuore,
cosi da permettere al sangue che a fine sistole si trova in atrio sinistro, di
trovarsi in ventricolo sinistro, facilitando il riempimento diastolico
ventricolare.

I movimenti dell'anulus sono garantiti dalla funzione contrattile
ventricolare; in soggetti con funzione sistolica depressa o compromessa la
struttura mitralica ne risente, dato che il contraccolpo elastico della
muscolatura ventricolare & diminuito.

In questo senso quindi la funzione ventricolare &€ molto importante per il
normale funzionamento della valvola.

I muscoli papillari e le corde tendinee svolgono una azione combinata nel
mantenere le estremita dei lembi valvolari sempre alla stessa distanza
rispetto all’apice valvolare.

I muscoli papillari si contraggono su due piani: in un primo momento si ha
una contrazione sul piano longitudinale, subito dopo la contrazione
procede sul piano trasversale.

Tale contrazione consente ai lembi di acquisire una posizione favorevole
alla chiusura all’inizio della sistole.

L'azione fondamentale dei muscoli papillari € dimostrata dal fatto che
quando si ha un rimodellamento ventricolare (quale ad esempio
un'ipertrofia), questi muscoli vengono spostati in posizione piu trasversale,

con conseguente alterata trazione delle corde tendinee sui lembi valvolari.

Sono definite “correnti di Eddy” i movimenti, in senso circolare, del
sangue che si dirige dalla superficie atriale verso quella ventricolare dei
lembi valvolari.

E’ stato osservato che queste correnti coadiuvano i lembi mitralici a

raggiungere la posizione ottimale per la chiusura all‘inizio della sistole.
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Infine, ancora oggetto di studio, € il ruolo svolto dalla presenza di una fitta
serie di terminazioni nervose e fibre muscolari a livello della valvola
mitralica, che a quanto visto finora, giocherebbero un ruolo importante

nell’autoregolazione del movimento valvolare stesso'”.

2.4 FISIOPATOLOGIA

La chiusura della valvola € un processo passivo che avviene in
protosistole.

Quando la pressione ventricolare sinistra supera la pressione atriale, i
lembi della valvola sono forzati in giustapposizione e |'effetto limitante
delle corde tendinee ne impedisce il prolasso nell’atrio sinistro.

La coaptazione dei lembi mitralici, in un soggetto normale, € completa e
attraverso l'orifizio valvolare non si verifica alcun rigurgito, se non di lieve
entitd*®.

Perche la chiusura della valvola mitrale sia completa, € necessaria
I'integrita anatomica e funzionale dell’'apparato valvolare™ che pud
diventare insufficiente a causa di alterazioni dei lembi, di dilatazione
dell’'annulus, di rottura delle corde tendinee e di un‘anomala contrazione
dei muscoli papillari.

In corso di endocardiosi mitralica piu di uno di questi fattori puo essere
presente™,

La valvola mitrale normale assicura che lintera gittata del ventricolo
sinistro sia espulsa attraverso l'aorta mentre la sua chiusura anomala
permette a una parte del volume ventricolare di passare, attraverso
I'orifizio rigurgitante, nell’atrio’®.

Le conseguenze dell'insufficienza mitralica dipendono dal grado di
riduzione della gittata cardiaca, dal volume rigurgitante, dalle dimensioni e
dalla compliance dell’atrio sinistro e del letto vascolare polmonare e dalla

comparsa di tachiaritmie'®.
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Un rigurgito mitralico, di lieve entita, non induce variazioni apparenti agli
indici di funzionalita miocardica o dei volumi cardiaci.

La portata € conservata e il piccolo volume rigurgitante e facilmente
accolto dall’atrio sinistro.

Con la progressione delle lesioni valvolari, il volume rigurgitante aumenta
ma diversi meccanismi compensatori cardiaci e non cardiaci (es. renali,
neurormonali e vascolari) contribuiscono al mantenimento della portata
cardiacal®® 176,

La riduzione del flusso ematico, che viene immesso nella circolazione
sistemica, induce un abbassamento della pressione arteriosa sistemica e
una riduzione del flusso ematico renale.

I barocettori rispondono all’'abbassamento di pressione attivando il sistema
nervoso simpatico che agisce aumentando il ritmo di scarica del nodo del
seno, aumentando la contrattilita (attraverso I'attivazione dei recettori B1
del miocardio) e causando la costrizione delle arteriole sistemiche.
L'incremento della frequenza cardiaca e della contrattilita aumenta la
portata cardiaca, contribuiscono a migliorare la perfusione tissutale e, in
combinazione con la costrizione arteriolare, ad aumentare la pressione
ematica.

L'attivazione del sistema simpatico rappresenta un meccanismo
compensatorio precoce che viene attivato dall’organismo e permette, in un
primo momento, la normalizzazione delle alterazioni emodinamiche®.
Tuttavia, i recettori B1 vanno rapidamente incontro a down-regulation e
precocemente gran parte di loro non € piu in grado di essere stimolata.

Di conseguenza, la portata cardiaca subisce un’ulteriore riduzione e a
questo punto I'organismo deve mettere in atto altri sistemi nel tentativo di
aumentarla e riportarla a livelli normali.

L'ipertrofia eccentrica del ventricolo sinistro €& il meccanismo
compensatorio principale.

La riduzione della gittata e della pressione ematica stimola i reni a

produrre ormoni e aumentare la ritenzione di acqua e sodio.
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L'aumento del volume ematico, e di conseguenza del ritorno venoso al
cuore, causa l'incremento di dimensioni del ventricolo sinistro e del
volume telediastolico (precarico)'.

Solitamente, la contrattilita miocardica, in corso di endocardiosi mitralica,

e conservata e il volume telesistolico del ventricolo sinistro rimane nei
limiti di normalita permettendo di mantenere la gittata cardiaca a livelli
normali. Nel frattempo, l'atrio sinistro aumenta di dimensioni (va incontro
a ipertrofia eccentrica) per accogliere il sangue rigurgitante.

In questo modo si evita l'aumento della pressione atriale che si
ripercuoterebbe sui vasi venosi polmonari e darebbe origine a edema
polmonare.

Con la progressione della patologia, il ventricolo raggiunge i suoi livelli
massimi di distensione mentre i meccanismi di ritenzione di acqua e sodio,
attuati dall’'organismo, persistono.

Di conseguenza, la pressione diastolica ventricolare aumenta e il sangue
viene forzato in una camera che non riesce piu a dilatarsi.

Questo innalzamento della pressione si ripercuote sull’atrio sinistro che
subisce, quindi, l'incremento della sua pressione diastolica mentre il
passaggio del sangue rigurgitante nell’atrio durante la sistole, provoca
anche I'aumento della pressione sistolica.

L'innalzamento delle pressioni atriali si ripercuote sui capillari polmonari
con conseguente trasudazione di liquido nel tessuto polmonare e la
formazione di edema’®.

Gli effetti del volume rigurgitante, a livello di pressione atriale sinistra e

capillare polmonare, dipendono dalle dimensioni dell’atrio sinistro e della

compliance delle pareti atriali.

La compliance atriale € determinata dalla velocita con la quale aumenta il

volume rigurgitante, la quale € condizionata dalla velocita di progressione
della patologia mitralica, e dal rimodellamento atriale come risposta al
sovraccarico di volume.

Nel caso di progressione lenta dell’endocardiosi, si ha spesso
I'ingrandimento graduale dell’atrio sinistro che evita lI'innalzamento acuto

e grave della pressione nei capillari polmonari.
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In questi casi, la congestione venosa e I'edema polmonare si sviluppano

piu tardivamente nel corso della patologia.

In caso, invece, di aumento acuto del volume rigurgitante, come per

esempio a causa della rottura di una corda tendinea, l'atrio sinistro

subisce un grave aumento della pressione che si ripercuote sui capillari

polmonari e causa la formazione di edema acuto'®.

Nonostante la contrattilita sia conservata nelle prime fasi della patologia, a
causa del sovraccarico cronico di volume e del fatto che l'ipertrofia & un
rimodellamento patologico, la funzione sistolica si riduce progressivamente
e, inesorabilmente, anche in pazienti clinicamente compensati®.

Infine, casi avanzati di endocardiosi mitralica possono essere complicati da
situazioni che sono correlati all'aumento della pressione e delle dimensioni
dell’atrio sinistro.

La rottura dell’atrio pud causare tamponamento cardiaco acuto; la
presenza di insufficienza tricuspidale e/o ipertensione arteriosa polmonare
possono condurre a insufficienza cardiaca destra; e, infine, le alterazioni

miocardiche possono dare origine a tachiaritmie®®.
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2.5 SINTOMATOLOGIA ED ESAME CLINICO

Molti cani, affetti da malattia degenerativa mitralica, rimangono
asintomatici per lunghi periodi di tempo e, in questi casi, il soffio cardiaco
€ un reperto accidentale.

I soggetti, che invece vanno incontro a insufficienza cardiaca secondaria
ad endocardiosi mitralica, presentano i segni clinici di insufficienza
congestizia sinistra come intolleranza all’esercizio fisico, tosse, dispnea e
sincope.

La tosse € un sintomo comune ed € causata dalla compressione del bronco
principale di sinistra dall’atrio dilatato, dall’edema polmonare o piu spesso
ad una combinazione di queste due condizioni.

La tosse, legata alla compressione del bronco, viene descritta come forte e
secca e diventa piu evidente nelle ore notturne e in seguito ad esercizio
fisico o agitazione ed e definita tosse “cardiogena”, diversa da quella di
origine non cardiogena.

Nella maggior parte dei casi, in ambito clinico il sospetto di endocardiosi
mitralica & fornito al momento dell’auscultazione cardiaca'”’.

Soprattutto a livello dell’apice cardiaco sinistro, € spesso possibile
percepire, in questi pazienti, (a seconda del grado di degenerazione)
un soffio sistolico; a volte, se la degenerazione € molto spinta, il soffio
diviene udibile anche auscultando I'emitorace destro; caso limite & quello
in cui si ha sia un soffio mitralico sia un soffio tricuspidale, dati dalla
degenerazione mixomatosa di entrambi gli apparati valvolari.

Bisogna, comunque, precisare che spesso il soffio non €& presente,
soprattutto in quei soggetti alle primissime fasi della malattia che non
mostrano segni clinici apprezzabili.

Esiste, pero, anche una percentuale di soggetti che versano in condizioni
di scompenso cardiaco ma in cui, tuttavia, non & possibile udire il soffio.
Il riscontro di questa casistica pud essere spiegato dal fatto che, questi
pazienti, sono spesso affetti da disturbi di tipo aritmico, quali la
fibrillazione atriale; all’auscultazione, quindi, i rumori cardiaci, prodotti da

questo tipo di alterazioni, possono mascherare il sottostante soffio'’’.
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In ultima analisi, esiste anche la possibilita, nei soggetti ai primissimi stadi
della malattia, di non sentire il classico soffio, ma un rumore assimilabile a
un “click”.

Questo “click” e spesso intermittente e la sua origine e attribuita alla
tensione delle corde tendinee e dalla decelerazione del flusso sanguigno
contro i lembi mitralici, ridondanti, nell’atrio sinistro.

Un modo per rendere maggiormente udibile questo rumore patologico e
indurre nel cane un aumento della frequenza cardiaca; infatti, I'aumento
delle contrazioni cardiache € correlato ad un peggioramento del prolasso
valvolare, e in definitiva aumenta la probabilita di generare il “click”.
L’auscultazione polmonare risulta normale, in pazienti che non presentano
segni clinici di insufficienza cardiaca.

In corso di edema polmonare, si sviluppano crepitii € rumori respiratori
aspri, inizialmente, meglio udibili a fine inspirazione.

Con la progressione del quadro di edema, i rumori polmonari aumentano
di intesita e diventano udibili durante tutta la durata dell'inspirazione e

I'espirazione®®® ',

69



2.6 STRUMENTI DIAGNOSTICI

La radiografia toracica rappresenta uno degli esami diagnostici piu utili.
Permette di evidenziare l'ingrandimento atriale e ventricolare sinistro, la
congestione delle vene polmonari e la presenza di edema polmonare.

In casi di insufficienza mitralica avanzata, la presenza di versamento
pleurico, ingrandimento della vena cava caudale, ascite, epatomegalia e
splenomegalia accompagnano l'insufficienza cardiaca destra®®, riscontri
elettrocardiografici sono spesso aspecifici.

Il prolungamento delllonda P (Pmitrale) e del complesso QRS possono
accompagnare l'ingrandimento atriale e ventricolare sinistro.

I battiti prematuri sopraventricolari, episodi di  tachicardia
sopraventricolare, la fibrillazione atriale e i battiti prematuri ventricolari
sono alcune delle aritmie che possono essere riscontrate in pazienti affetti
da patologia degenerativa mitralica™.

L'ecocardiografia € I'esame di elezione per la valutazione della morfologia
valvolare e, attraverso |I'utilizzo di diversi parametri quantitativi e
semiquantitativi, permette la stadiazione della patologia.

Lo studio bidimensionale (B-mode) e monodimensionale (M-mode) sono
utilizzati per definire la morfologia e il tipo di lesione, la presenza di

prolasso valvolare o di corde tendinee rotte'”

mentre, attraverso la
misurazione delle dimensioni e dei parametri funzionali delle camere
cardiache, si definisce sia la cronicita della patologia che il grado di
rimodellamento.

Nella realta clinica, la stima dell’endocardiosi mitralica e dei suoi effetti
secondari deve essere sempre valutata e confermata da almeno due
scansioni ecocardiografiche.

In linea di massima, la presenza di una dilatazione atriale sinistra e
I'ipertrofia eccentrica ventricolare sinistra indicano la presenza di un
significativo rigurgito mitralico'®.

A tal proposito, wun’altra misurazione ecocardiografica che sta
assumendo un ruolo sempre piu importante nello stimare il grado di

endocardiosi mitralica e il “rapporto atrio sinistro-aorta” (LA/Ao).
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Il rapporto LA/Ao consente di confrontare il diametro atriale (che in
numerose patologie pud aumentare) col diametro dell’anulus aortico (che
e invece relativamente stabile).

Il riscontro di ingrandimento atriale sinistro, tramite questa misurazione,
e stato recentemente associato ad un aumento del rischio di mortalita o
di progressione della malattia.

Fisiologicamente, tale rapporto (secondo la razza e della taglia del cane)
deve essere contenuto in un intervallo chevada1,0a1,2-1,3.

Secondo uno studio recente, un rapporto LA/Ao superiore a 1,4 in
soggetti asintomatici & stato associato ad un aumento pari a 2,6 volte del
rischio di morte per cause cardiache, mentre un rapporto superiore a 1,7
e associato ad un aumento del rischio di mortalita in un gruppo di cani
affetti da endocardiosi mitralica preclinica e con scompenso cardiaco.

Il Color Doppler, associato all’'ecocardiografia generale € uno strumento
ulteriore per identificare rapidamente la presenza di rigurgito e, attraverso
la valutazione dell’estensione del jet rigurgitante nella camera atriale,
della larghezza del jet a livello dell’orifizio rigurgitante e dell’area di
convergenza del flusso, si pud avere una stima accurata del volume
rigurgitante.

Il Doppler, a onda continua e pulsata, determina la gravita emodinamica
dell'insufficienza attraverso la valutazione della velocita e del profilo dei

flussit® *7°
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2.7 TRATTAMENTO

Allo stato attuale, non esiste una terapia farmacologica in grado di
prevenire o rallentare la degenerazione valvolare e il trattamento
chirurgico, per la correzione o la sostituzione della valvola, in campo
veterinario, solitamente non & fattibile per motivi tecnici, economici ed
etici139' 182.

La gestione farmacologica della malattia mitralica ha lo scopo di migliorare
la qualita della vita, controllando i segni clinici e prolungando i tempi di
sopravvivenza!3® 182,

L'impiego di una terapia cardiologica, in pazienti asintomatici affetti da
endocardiosi mitralica, rimane controverso.

Studi in campo umano hanno ipotizzato che, il trattamento precoce con
ACE inibitori, sia in grado di rallentare l'insorgenza dell’insufficienza
cardiaca™® (SOLVD study).

In campo veterinario, per lo stesso motivo, i farmaci ACE-inibitori sono
stati utilizzati, in passato, come terapia cardioprotettiva in pazienti
asintomatici affetti da patologia mitralica lieve, in modo da posticipare o
prevenire la comparsa dell'insufficienza cardiaca congestizia.

Tuttavia, i risultati dei vari studi prospettici in medicina veterinaria (SVEP,
VETPROOF) non hanno fornito risultati statisticamente significativi che
dimostrino che I'impiego di un ACE-inibitore in monoterapia sia in grado di
influenzare il momento di insorgenza dei segni congestizi'®% 183 184,

Solo uno studio retrospettivo ha ipotizzato che gli ACE-inibitori potrebbero
avere un effetto benefico, sia in termini di ridotto rischio di morte che di
prolungamento del periodo asintomatico®® 18>,

Nei pazienti con segni clinici attribuibili a insufficienza congestizia, lo scopo
della terapia farmacologica € quello di ridurre la pressione venosa e i segni
di congestione, mantenere una portata cardiaca adeguata, in modo da
prevenire i segni clinici quali debolezza, letargia e facile affaticabilita,
ridurre il volume rigurgitante e proteggere il cuore dagli effetti negativi a

lungo termine dell’attivazione neurormonale.
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A questo scopo, la terapia € prescritta a misura di paziente e spesso
richiede I'utilizzo di piu di un farmaco.

Si usano farmaci diuretici, vasodilatatori, inotropi positivi e ACE-inibitori*°
169, 182

73



CAPITOLO III: BIOMARCATORI CARDIACI
NELL’ENDOCARDIOSI MITRALICA

3.1 TROPONINA

In un articolo pubblicato sul Journal Vet Internal Medicine del 2010*¢, &
stato condotto uno studio per rilevare, eventuali, associazioni tra le
concentrazioni di troponina cardiaca I (cTnI) e gravita dell’endocardiosi
(MMVD).

Nel predetto articolo la seconda variante, presa in esame, e stata la
concentrazione di proteina C-reattiva (CRP).

I risultati, di quest’ultimo parametro, verranno tralasciati per focalizzarci
su quelli della cTnI.

Obiettivo dello studio, e stato quello di verificare se le concentrazioni
plasmatiche di cTnI e CRP sono associate con la gravita della MMVD e
investigare su eventuali legami tra vari parametri specifici, di ogni cane, e
le concentrazioni di cTnl e CRP.

I cani sono stati classificati secondo la gravita dell’endocardiosi.

La concentrazione della cTnl plasmatica e stata analizzata tramite Access
Systems AccuTnl Assay.

La metodica utilizzata per il dosaggio della troponina I cardiaca, € stata la
stessa utilizzata in campo wumano, ossia |'Immunodosaggio in
chemiluminescenza con particelle paramagnetiche.

Gli anticorpi monoclonali usati nella ricerca della cTnl nell'uomo, infatti,
non sono specie - specifici.

Il test ACCESS ACCU TnITM e un dosaggio immunoenzimatico a doppio
sito (“sandwich”).

Ad una cuvetta di reazione e stato aggiunto il campione di plasma,
insieme al coniugato anticorpi monoclonali anti — cTnl - fosfatasi alcalina e

particelle paramagnetiche, rivestite di anticorpi monoclonali anti - cTnI.
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La cTnl del campione si lega agli anticorpi anti - cTnlI sulla fase solida,
mentre, il coniugato anticorpi anti - cTnl - fosfatasi alcalina, reagisce con
siti antigenici diversi sulle molecole di cTnI.

Dopo l'incubazione nella cuvetta di reazione, la separazione, in un campo
paramagnetico ed il lavaggio, hanno rimosso i materiali non legati alla fase
solida.

Un substrato chemiluminescente e stato aggiunto alla cuvetta e la luce,
generata dalla reazione, e stata misurata con un luminometro.

La produzione di luce & direttamente proporzionale alla concentrazione di
cTnl, presente nel campione.

La quantita di analita, nel campione, & stata determinata mediante una
curva di calibrazione, a piu punti, memorizzata nel sistema®.

Il limite di rivelazione di questo saggio e stato< 0,01 ug/L.

In questa indagine sono stati reclutati 81 cani di proprieta, con MMVD di
grado variabile.

La MMVD e caratterizzata da una progressiva degenerazione della valvola
mitrale.

In seguito ai successivi step della malattia, si pud arrivare ad un processo
di rimodellamento cardiaco che & multimeccanistico e complesso, con
modifiche della massa ventricolare, composizione, volume, che possono
influire negativamente sulla performance cardiaca globale’.

Questi processi possono stimolare il rilascio di biomarcatori cardiaci.

Il danno miocardico provoca un rilascio di troponina in circolo, e se la
velocita di rilascio supera il tasso di sintesi, il miocardio potrebbe
diventare parzialmente impoverito di troponina, influendo, quindi,

negativamente sulla funzione contrattile'®.

L'eta e il sesso possono influenzare le concentrazioni di cTnI® 189 190,

I cani, inclusi in questo studio, avevano un’endocardiosi conclamata,
mentre il gruppo di controllo, costituito da soggetti sani, erano privi di
qualsiasi patologia cardiaca, esclusa tramite accertamento fisico o

ecocardiografia.
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Cani con cardiopatia congenita, altre malattie cardiovascolari acquisite o
malattie d’'organo o sistemiche, sono stati esclusi dallo studio.

Inoltre, i cani inclusi, dovevano avere un peso corporeo minore di 15 kg.
E’ stato, quindi, creato un database per ciascun cane, in base ad una serie
di informazioni ottenute tramite: colloquio con il proprietario, esame fisico,
misurazione della pressione sanguigna, registrazione ECG, prelievo di
sangue e un esame ecocardiografico.

Il sangue e stato raccolto tramite prelievo di sangue venoso dalla vena
giugulare e introdotto in provette da 5 mL contenenti EDTA.

Il plasma, separato per centrifugazione entro 30 minuti dalla raccolta, e
stato trasferito in cryotubi di plastica fino a 1,5 mL.

Tutti i campioni sono stati conservati a -80°C per |'analisi successiva.

Il plasma é stato scongelato, lentamente, a temperatura ambiente.

I pazienti sono stati classificati nelle varie fascie della MMVD tramite
esame ecocardiografico ed & stato valutato, sempre con la stessa
indagine, anche il rigurgito mitralico, rapporto atrio sinistro —aorta (LA/A0)
ecc.

La stima della gravita della MMVD veniva basata sul rapporto LA/Ao e sulle
dimensioni del rigurgito mitralico.

I cani sono stati classificati, quindi, come segue:

- sani (LA / Ao < 1.5 e nessun MR);

- grado MMVD lieve (LA / Ao <1.5 e MR <30 %);

- grado MMVD moderato (LA / Ao <1.8 e MR < 50%);
- grado MMVD grave (LA / Ao = 1.8 e MR > 50%).
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Tablel. Dog characteristics, HR, SAP, echocardiographic data, ¢cTnl, and CRP concentrations.

Group Healthy Mild Moderate Severe
Humber 11 39 13 18
Sex (femalefmale) 1071 25114 746 6112
CKCS (yesino) 813 3475 1211 1474
Age (years) 4.5(3.7-75) 7.7(6.2-10) 10(8.1-11) 11(2.1-12)
Weight (kg) 8.8(8.2-10) 9.2(8.1-11) 11(8.8-12) 11(9.3-13)
HE (bpm) 121(112-155) 107 (98-131) 135 (96-140)" 144 (122-165)
SAF (rumi] 134 (123-151) 137(125-150) 149 (136-153) 131(118-142)
LAIACIVS 1.2(1.1-12) 1.2(1.2-13) 16(1.5-17) 2.0(1.924)
=) . -10(-151 -59) 28(-12t0 -40) -56(-8915-03) 36(-12t0 43
LVIDd . (%) -3.8(-1110 4.6) 5.1(0-13) 27(19-40) 48(33-64)
LVPWd . (%) -23(-7810 -20) 08(-7.8tc -58) -22(-8110 1.3) -2.1(-11t0 2.9)
IVSs . (%) -9.7(-141c -005) -0.6(-83t0 =5.7) 6.7(-2.41t0 15) 16(4-21)
LVIDs .. (%) 4.0(-2.5t0 6.9 59(1.9-16) 13(3.6-32) 28(7.4-47)
LVEPW: . (2%) -14(-20 10 -2.1) -5.6(-9.0t0 —20) 1(-1.11012) 13(4-19)
WR 0.5(0.4-05) 0.4(0.4-05) 0.4(0.3-04) 0.3(0.3-03)
FS (%) 29(27-34) 32(29-38) 41 (33-45) 44 (40-47)
cTnl concertration(ngfml) 0.001 (0.001-0.004) 0.003 (0001-0.024) 0.014 (0.008-002) 0.043 (0.031-0087)
CRP concentration (pgfnil.) 0.90(0.60-1.5) 0.95(0.48-1.5) 0.90(0.4-1.4) 1.3(0.7-35)

Fig.3.1.1

Prendendo in considerazione i cani inclusi, si e osservato che,

concentrazioni rilevabili di cTnl sono state trovate in 54 cani (67%).

E’ stata trovata, tra i 4 gruppi, una differenza significativa (P <.0001) in
base alle concentrazioni di cTnI.

Concentrazioni significativamente piu alte di cTnI sono state rinvenute nei
cani con moderata (P = ,0011) e grave (P <.0001) MMVD, rispetto alle
concentrazioni presenti nei cani sani.

Inoltre, i cani con grave MMVD presentavano concentrazioni
significativamente piu elevatie di cTnI dei cani con lieve (P<.0001) e
moderata (P=0,0019) MMVD (Figura 3.1.2).
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Figura 3.1.2

77



Nella figura 3.1.2, la parte superiore, la parte inferiore, e la linea nel
centro del riquadro rappresentano rispettivamente il 75%, il 25%, e la
mediana. Il trattino in basso indica il 10% e la parte superiore il 90%.

Si nota che, le concentrazioni di cTnl aumentano con l'aumentare della
gravita della MMVD, cio indica un danno dei miociti in corso, in un
processo di rimodellamento cronico.

Tuttavia, l'eta era una variabile che ha influito, maggiormente, sulle
concentrazioni di cTnI; quindi, alcune caratteristiche dei pazienti devono
essere considerate nella valutazione della cTnl.

189, 191

Questo risultato &€ coerente con precedenti studi sui cani , poiché

I'emivita della cTnI & <70 minuti'®?

, 'aumento delle concentrazioni di cTnl
nella nostra popolazione di cani, sono, molto probabilmente, dovute ad un
rilascio continuo di cTnl causato da un processo continuo di
rimodellamento, piuttosto che da un evento acuto.

Le concentrazioni della cTnl plasmatica nei cani sani nello studio, ha
mostrato delle concentrazioni appena rilevabili, o concentrazioni al di sotto
della soglia di rilevamento per il dosaggio utilizzato; questo risultato &
perd in accordo con studi precedenti nei cani sani e nell’'uomo?®® 193 194,

Il ritrovamento di quantita anche minime di cTnI deve essere motivato dal
fatto che, una parte della troponina risiede dentro il pool citosolico, ed &
rappresentata da circa il 2-4% del totale della cTnI!®>.

Questa piccolissima quantita pud essere, comunque, rilasciata senza
evidenza istologica di lesione miocardica'®®, quindi, questo potrebbe
spiegare come, alcuni pazienti, inclusi nel gruppo di controllo,
presentavano concentrazioni basse di cTnl.

La forte associazione tra i valori di cTnl e I|'eta, indicano come,
quest’ultima, provochi cambiamenti del miocardio che portano alla perdita
di cTnlI.

All'interno del gruppo dei soggetti con MMVD media, che comprendeva
quasi il 50% dei cani nella popolazione in studio, l'eta era fortemente
associata con I'aumento della concentrazione di cTnl.

Nello studio, da me citato, perd, vi era una mancata correlazione

significativa tra eta e concentrazione di cTnl all'interno nel gruppo dei
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sana, cio, potrebbe essere dato dal numero molto ridotto rispetto alla
popolazione in esame, nonché da limitate fasce di eta; in un precedente
studio con un gruppo di 176 cani sani, l'eta era stata associata con
concentrazioni di cTnlI diverse'®, perché i cani anziani sono pilu a rischio di
eventi come |'arteriosclerosi, la cui relazione e stata confermata da diversi
autori'®’ %,

In uno studio pilota di Linklater risultd che, la cTnl era significativamente
aumentata nel 40% dei cani con CHF causata da una sottostante MMVD,
cani con valori della troponina (> 0,1 ng/mL) avevano un tempo
significatamente piu breve di sopravvivenza globale rispetto ai cani con
concentrazioni non rilevabili di troponina cardiaca, suggerendo un valore
prognostico di cTnI in cani con MMVD?*®,

Una combinazione della troponina con altri biomarcatori, come il peptide
natriuretico di tipo B, avrebbe avuto il potenziale di migliorare
ulteriormente tale valore prognostico®.

Un limite di questo studio era la mancanza di una valutazione
istopatologica del muscolo cardiaco in base al danno miocardico.

Tuttavia, degli studi sperimentali hanno dimostrato un buon accordo tra
I'entita del danno miocardico, valutata tramite istopatologia, e le
concentrazione della troponina cardiaca®®.

Quindi, alla vista dei precedenti risultati, si puo affermare che, conoscendo
la concentrazione di cTnl, aumenta il potenziale di conoscenza del

rimodellamento cardiaco globale che si verifica nei cani con MMVD.
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3.2 TROPONINA E BNP

Per capire l'importanza dell’utilizzo di piu marcatori cardiaci, in pazienti
affetti da malattia degenerativa della valvola mitrale, si cita un articolo di
Hezzell*®* del 2012, in cui viene combinato il potenziale prognostico della
troponina cardiaca I ad alta sensibilita (hscTnI) e il frammento N-
Terminale peptide natruretico di tipo B (NT-proBNP) in cani con
endocardiosi.

Lo scopo di questo studio era quello di trovare un modo per identificare i
pazienti, che avevano un rischio maggiore di peggioramento rapido della
patologia.

Questo risultato avrebbe rappresentato un beneficio nella clinica, sia per
la prognosi, sia per la terapia nei cani con questa malattia in
progressione. Nei cani con MMVD e stato dimostrato, in precedenza, che il
diametro telediastolico del ventricolo sinistro, normalizzato per il peso
corporeo (LVEDDN), e il siero N-terminale di tipo pro-B peptide
natriuretico (NT-proBNP) sono indipendentemente predittivi di
sopravvivenza®®,

Nei pazienti umani, le strategie che prevedono ['utilizzo di piu
biomarmatori per la stratificazione del rischio in malattie cardiache, hanno
mostrato essere pil efficace rispetto all’'uso di un singolo biomarker*®.

Per stratificazione del rischio, in questo caso, si intende un processo, in
base al quale, si valuta il rischio reale che una persona corre per esempio
di sopravvivere o morire per quella patologia.

E’, quindi, probabile che, misurazioni di piu biomarcatori, saranno
superiori nello stimare la prognosi in medicina veterinaria.

L'articolo di Hezzell riprende, in parte, i risultati dello studio prima citato di
Ljungvall e colleghi, nel quale avevamo visto che cani, con MMVD
moderata e grave, avevano concentrazioni, significativamente, maggiori di
cTnl rispetto agli animali di controllo sani, e cani con MMVD grave,
avevano concentrazioni superiori rispetto ai cani con affezioni lievi e
moderate. Perdite croniche di basse quantita di troponine e di cellule

miocardiche puo essere riflessa da un aumento delle hscTnl e pu0 portare
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ad una diminuita capacita contrattile del miocardio, contribuendo
allinsufficienza sistolica™. L'utilita della hscTnI come marcatore
prognostico, non & stata pero valutata.

Nei pazienti umani, incrementi di hscTnl sono associati ad una
diminuzione dei tempi di sopravvivenza, anche per concentrazioni <99%
per la normale popolazione.

Si ipotizza, quindi, nello studio, che all'aumentare del danno miocardico, e,
quindi, della concentrazione circolante di hscTnl, si abbasserebbero i
tempi di sopravvivenza nei cani con MMVD.

Lo scopo di questo studio e stato quello di valutare la sopravvivenza dei
cani con MMVD al fine di individuare indicatori prognostici.

Sono state valutate: le caratteristiche cliniche, il trattamento con eventuali
farmaci cardiaci, misurazioni ecocardiografiche e marcatori circolanti.

Si & voluto indagare se la hscTnl pud essere associata, realmente, con la
sopravvivenza nei cani con MMVD e, inoltre, se la valutazione di entrambi i
biomarcatori hscTnl e NT-proBNP ha una potenziale superiorita predittiva
rispetto ad un marcatore solo.

Si cercava di puntare a stabilire se la misurazione dei valori di hscTnl
sierica e NT-proBNP nel tempo, avrebbe potuto addirittura discriminare tra
cause di morte non cardiache e cardiache nei cani con MMVD.

Vengono inseriti nello studio 202 cani con endocardiosi conclamata e 30
controlli sani di eta diversa.

I cani sono stati inclusi dopo il rilevamento, da parte di medici veterinari,
di un soffio associato a rigurgito mitralico, in qualsiasi fase della storia
clinica. Il protocollo, seguito per l'inclusione o l|'escusione dei cani al
gruppo di studio, € quasi sovrapponibile allo studio precedente, stessa
cosa dicasi per le indagini eseguite prima del triage.

Dopo il prelievo di sangue, la troponina & stata misurata con Access
System AccuTnl Assay, mentre il NT-proBNP e stato analizzato con
VETSIGN Canine Cardiopet Nt-proBNP, IDEXX.

La valutazione della fuzionalita e della morfologia della valvola mitralica &
stata eseguita tramite ecocardiografia e i cani sono stati esaminati, ad

intervalli di 6 mesi, sempre allo stesso modo, fino a quando:
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sono morti,

sono stati soppressi,

sono stati persi durante il follow-up,

hanno raggiunto la fine del periodo di studio.

La diagnosi di MMVD era stata fatta sulla base delle caratteristiche
anormali della valvola mitralica (ispessimento, prolasso, o entrambi),
presenza di rigurgito, rilevato tramite eco-Doppler, rapporto atrio sinistro-
aorta (LA/Ao), diametro telesistolico ventricolare sinistro (LVESD),
diametro telediastolico del ventricolo sinistro (LVEDD), e spessore della
parete libera del ventricolo sinistro in diastole (LVFWd), LVESD e LVEDD
sono stati normalizzati per il peso corporeo.

Lo studio ha avuto una durata di circa 6 anni.

Le analisi statistiche sono state eseguite da un software dell'IDEXX.

Un valore di P<0,05 e stato considerato significativo.

Ai valori di hscTnlI, sotto il limite di rilevazione del test (0,01 ng/mL), sono
stati assegnati valori di 0,01 ng/mL; invece ai valori di NT-proBNP, al di
sotto del limite minimo (50 pmol/L) o al di sopra del limite massimo (3000
pmol/L), sono stati assegnati, rispettivamente, i valori di 50 pmol/L e
3000 pmol/L.

Dai risultati dell’analisi di sopravvivenza & emerso che, 99 cani sono morti
0 sono stati sottoposti ad eutanasia durante il periodo di studio, 43 dei
quali a causa della loro patologia cardiaca, 17 cani sono stati persi,
durante il follow-up, e 86 cani sono rimasti in vita alla fine del periodo di
studio.

Nel complesso, il tempo medio di follow-up & stato di 407 giorni.

Il valore del cut-off per la hscTnl, selezionato per [I'analisi di
sopravvivenza, era 0,025 ng/mL, con una sensibilita dell’'82% e una
specificita del 43%.

Il cut-off per NT-proBNP selezionato, come fattore predittivo di tutte le
cause di mortalita, era 524 pmol/L, con una sensibilita del 69% e una

specificita del 55%.
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Sono state calcolate le probabilita di sopravvivenza con diverse covariate,
diversamente combinate tra loro, per scoprire come ognuna di queste
mescolanze abbia influito, pit o meno significativamente, sulla
sopravvivenza.

In ogni gruppo & stato preso in considerazione il rischio relativo (il quale
indica quante volte & piu alto il tasso d’incidenza della mortalita nei malati
rispetto ai sani) e gli intervalli di confidenza.

Dopo tutti questi risultati, si ottiene una tabella (3.2.1) interessante, che

combina valori (bassi-alti) di hscTnI con valori (bassi-alti) di NT-proBNP:

NT-proBNP
Low High
hscTnl
Low 45 21 n =66
High 47 89 n=136

n=192 n =110 Total =202

Tab 3.2.1
I cani sono stati assegnati ad una delle quattro categorie in base ai valori

combinati della hscTnl e di NT-proBNP.
Il gruppo “medium" e diviso in 2 sottocategorie, come si evince dalla
tabella 3.2.2.

Ca Serum hscTnl Median Survival (days) MNumber Murnber Hazard Ratio (HR)
tegory (ng/mL) [95% CIformedian]  of Dogs of [95% CI for
and NT-proBNP (prol/L) Deaths HR](relative to low
group)
ow hscTnl<0.025and 1503 [1257.51748.5] 45 12(26.7%)
NT-proBNP < 524 68 31(45.6%)  2.83 [1.44-5.55]
Medium hscTnl< 0.025 and 981 [435.8-1526.2] (P=.003)

NT-proBMP= 524 OR
hscTnl > 0.025 and

NT-proBNP < 524 i 89 -
High hscTnl> 0.025 and 475 [409.7-540.3] S6(62.9%) ?Ié'gf. %35;.)1 11.54]

MNT-proBMP = 524

Tab 3.2.2
Le varie concentrazioni di NT-proBNP e hscTnl sieriche, non essendo

normalmente distribuite, furono trasformate logaritmicamente prima della
costruzione di nuovi grafici.

Si dimostro una significativa interazione tra tempo (mesi) e stato del
paziente (vivo, morte cardiaca o morte non cardiaca) in base alle
concentrazioni di NT-proBNP sieriche (P = 0,036), e il tasso di incremento

di NT-proBNP era significativamente piu alto nei cani del gruppo “morte
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per cause cardiache” rispetto sia ai pazienti “morti per cause non
cardiache” e sia ai soggetti rimasti in vita.

2.5 -« Cardiac Death (n=234)
MNon-Cardiac Death (n = 32)
o Hie (n=106)
1.0 [ 0.025 ng/mL

I:og [chI]

2.0 4

Si pud osservare lo stesso risultato nel grafico sottostante.

L'unica variabile a cambiare e il biomarcatore, in questo caso la hscTnl.
L'aumento della hscTnl era, significativamente, piu alta nei cani deceduti
per cause cardiache, rispetto ai deceduti per cause di origine non cardiaca
e al gruppo dei sopravvissuti.

.8 o Cardiac Death (n=234)
MNon-Cardiac Death (n = 32)
o Hie (n=106)
0.025 ng/mlL

o

Log (cTni)

-

HscTnI ha, in precedenza, dimostrato di essere, significativamente, piu
elevata nei cani con endocardiosi grave rispetto a quelli con la stessa
patologia, di grado lieve o moderato, ed era stata prevista una
correlazione negativa tra hscTnl e la sopravvivenza.

Questo rapporto non era lineare, infatti nei cani con concentrazioni di
hscTnl > 0,025 ng/mL, |'aspettativa di vita era molto piu bassa.

Nello studio precedente di Ljungvall*®®, il 25% delle misurazioni di hscTnlI,
nel gruppo dei soggetti con endocardiosi grave, era di 0,031 ng/mL tale
che, la maggior parte dei cani, in questa fascia, era stata classificata come
ad alto rischio di morte o di essere sottoposta ad eutanasia; lo stesso
risultato si ritrova in questo studio.

La differenza con l|'articolo precedente, riguarda il 75% delle misurazioni
della troponina nei soggetti inclusi nel gruppo “endocardiosi di grado lieve
o0 moderata”, che avevano concentrazioni rispettivamente di 0,024 e 0,029
ng/mL e, nello studio di Hezzell, sarebbero stati inclusi nei soggetti con

basso rischio di morte.
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Questo risultato non coerente, probabilmente, &€ dovuto ad una diversa
media di eta del gruppo preso in esame, a conferma della teoria che un
aumento della hscTnl & correlato all'eta’®.

Sappiamo anche che, sia nel cane che nell'uomo, le troponine aumentano

in una varieta di malattie non cardiache®*?®

ed & cosi possibile che alcuni
di questi cani, apparentemente sani, avessero delle malattie subcliniche,
che avrebbero potuto influire sulle concentrazioni della troponina.
NT-proBNP € un marker di aumentato stress della parete cardiaca.

Anche se la sua concentrazione aumenta con la gravita della MMVD, ed &
complementare con la hscTnl. NT-proBNP non e stato associato in modo
indipendente con il tempo di sopravvivenza nel modello multivariato con
cause diverse di morte.

Data la frequenza, con cui viene diagnosticata la MMVD, e le difficolta
tecniche legate all'ottenimento di misurazioni ecocardiografiche affidabili, i
biomarcatori circolanti possono essere un’arma in piu per il clinico.
Quando le variabili ecocardiografiche sono state escluse dal modello
multivariato, sia NT-proBNP e hscTnl, sono risultate predittive di
sopravvivenza, a sostegno di questa affermazione.

Cio implica che i due marcatori forniscono informazioni complementari e
differenti sul paziente.

Tuttavia, quando le altre variabili, tra cui lI'ecocardiografia, sono note, il
valore prognostico del loro utilizzo in coppia diminuisce.

Dall'analisi con piu multivariate per la morte di origine cardiaca, NT-
proBNP (ma non hscTnl) era associata in modo indipendente con il tempo
di sopravvivenza.

LVEDDN, concentrazioni circolanti di hscTnl, frequenza cardiaca, e l'eta
sono associazioni, indipendentiemente con la sopravvivenza (per tutte le
cause di mortalita), nei cani con MMVD.

LVEDDN e NT-proBNP sono, indipendentemente, associate con la
sopravvivenza (mortalita cardiaca), mentre eta e hscTnl sono,

indipendentemente, associate alla sopravvivenza (mortalita non cardiaca).

85



3.3 PEPTIDE NATRIURETICO DI TIPO B

Gli studi condotti sul NT-proBNP in soggetti affetti da endocardiosi
mitralica, presenti in letteratura, si possono classificare in due grandi
filoni.
I primi hanno come obiettivo quello di confermare o meno la correlazione
esistente tra concentrazioni diverse di NT-proBNP e il tasso di
sopravvivenza nei cani con MMVD.
Gli altri lavori hanno come obiettivo quello di confermare o meno l'uso di
NT-proBNP come biomarker di gravita dell’'endocardiosi.
Tra quest’ultimi si possono annoverare gli studi di: Chetboul®®, Tarnow?,
Moesgaard*® e MacDonald*".
Partendo dal primo studio pubblicato, ritroviamo il lavoro di Tarnow.
L’autore voleva dimostrare se esisteva una relazione tra NT-proBNP nei
Cavalier Kings Charles Spaniels (CKCS) e l'evoluzione della malattia
(MMVD).
I soggetti presenti nello studio vennero divisi in 3 gruppi:
- Gruppo 1: soggetti sani (gruppo di controllo);
- Gruppo 2: soggetti con MMVD ma senza segni di insufficienza cardiaca;
- Gruppo 3: soggetti con MMVD e segni clinici di CHF (controlli positivi).
A sua volta il gruppo 2 fu suddiviso in base alla gravita del rigurgito
mitralico (MR).

- 2a: nessun o minimo MR;

- 2b: moderato MR (quantita di reflusso <80%);

- 2c: grave MR (quantita di reflusso =80%).
I cani, compresi nel gruppo 2c, avevano un rapporto atrio sinistro/aorta
(LA/A0) e un diametro del ventricolo sinistro a fine diastole (LVEDD),
maggiore rispetto al gruppo 2a e 2b.
Dai risultati di questo studio si evinse che, i soggetti appartenenti al
gruppo 2c e quelli con segni di CHF, avevano livelli di NT-proBNP piu alti
rispetto al gruppo di controllo e al gruppo 2a e 2b.
L'NT-proBNP dovrebbe essere elevato prima dell’inizio di una insufficienza

cardiaca in cani con rigurgito.
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Sebbene fosse stata trovata una relazione tra le misurazioni
ecocardiografiche e i livelli di NP nei cani con rigurgito mitralico, i livelli del
peptide natriuretico erano validi solo per rilevare i soggetti con elevato
rigurgito e non con gradi moderati di MMVD.

Misurazioni delle concentrazioni di NT-proBNP, potrebbero aumentare la
probabilita di rilevare soggetti con gravi rigurgiti mitralici prima di
sottoporre il cane ad una ecocardiografia, rilevandosi cosi un’alternativa
costo-beneficio ideale.

In un secondo studio di Chetboul?®?, la popolazione presa in esame & di 94
cani divisa in 2 gruppi: 22 controlli (sani), e 72 soggetti con MMVD,
precedentemente esaminati e inclusi dopo aver rilevato la presenza di:

- Soffio apicale sistolico a sinistra;

- Assenza di malattie infettive;

- Ecocardiografia e Doppler con presenza di ispessimento valvolare e
rigurgito mitralico.

I 72 cani con MMVD vennero, successivamente, divisi in 2 gruppi in base
alla presenza o meno di ingrandimento cardiaco e, a loro volta,
ulteriormente suddivisi in altri 2 sottogruppi, in base alla presenza di un
rigurgito mitralico minore o maggiore del 30%.

Dopo 12 mesi dal primo controllo, i suddetti pazienti vennero ricontrollati
e classificati in soggetti stabili (S), se erano ancora asintomatici e in
scompensati (D), se erano morti o presentavano in quel momento segni di
CHF.

Dai primi risultati si evinse che, nei cani appartenenti al gruppo dei
soggetti con MMVD, vi era una relazione tra la concentrazione di NT-
proBNP e la gravita del rigurgito, che era stato precedentemente
evidenziato all’eco-Doppler.

Nei cani con MMVD e con un rigurgito minore del 30 %, le concentrazioni
del peptide erano molto simili a quelle dei controlli.

Al contrario nei soggetti con MMVD e rigurgito maggiore del 30%, le
concentrazioni di NT-proBNP erano molto piu alte rispetto a tutti gli altri

gruppi presenti nello studio.
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Dopo 12 mesi, come detto, i soggetti vennero divisi in stabili e
scompensati.

I risultati delle concentrazioni di NT-proBNP dimostrarono che i cani (D)
avevano livelli molto piu alti rispetto agli (S).

I risultati clinici dei cani, senza segni di endocardi osi, risultano ancora
poco definiti, e i criteri d’identificazione di tali soggetti che, sono
comunque ad alto rischio di scompenso, rimane il principale problema
della cardiologia veterinaria.

Questo studio cercd di dimostrare Iabilita di NT-proBNP di predire,
nell’arco di 12 mesi, I'evoluzione della patologia cardiaca in cani con MMVD
asintomatica; naturalmente tale risultato pud essere coadiuvato da esami
ecocardiografici.

Come gia discusso in altri studi, ad esempio in quello di Drourr e

212 i cani sani avevano concentrazioni di NT-proBNP piu basse

colleghi
rispetto ai cani affetti da endocardiosi mitralica.

La seconda suddivisione dei soggetti in base al rigurgito, piu o meno
severo, mostro, a sua volta, un’ulteriore differenza per quanto riguarda le
concentrazioni di NT-proBNP, confermando il fatto che tali valori sono
associati alla gravita della patologia.

La terza classificazione dimostrdo che i soggetti morti o scompensati
avevano livelli di NT-proBNP maggiori rispetto agli stabili.

Misurazioni di tale peptide dovrebbero quindi essere usate per integrare le
informazioni ottenute tramite altre indagini, come I|'‘ecocardiografia e
aiutare nella stratificazione o nel monitoraggio della gravita del rigurgito
durante la fase asintomatica dell’endocardiosi.

Nello studio di Moesgaard S.*°, vennero inclusi 75 soggetti divisi in 5
gruppi:

Gruppo 1: soggetti sani

Gruppo 2: CKCS senza o con minimo rigurgito mitralico (MR)

Gruppo 3: CKCS con medio MR

Gruppo 4: CKCS con moderato o grave MR

Gruppo 5: soggetti con insufficienza cardiaca congestizia (CHF)
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I wvalori ottenuti dalle concentrazioni di NT-proBNP aumentarono,
linearmente, passando dal gruppo 1 al gruppo 5, con massima espressione
in quest’ultimo.

Comparando tali risultati con i wvalori ottenuti dalle misurazioni
ecocardiografiche, si evince che queste sono significativamente associate
con le concentrazioni di NT-proBNP.

Le scoperte confermano che, concentrazioni di NT-proBNP plasmatiche
aumentano significativamente nei cani con CHF in seguito ad
endocardiosi®”” 2%°; e aumentano in proporzione al peggioramento del
rigurgito mitralico.

In questo studio la concentrazione di NT-proBNP era
approssimantivamente piu alta del 60% di quella trovata in studi simili®’.
Differenze nei range di misurazione, influenzano quindi, qualsiasi
paragone con gli altri studi, e si propone di poter sistemare i valori di cut-
off per questo studio.

L'altro grande gruppo di studio € quello che ipotizza I'uso di NT-proBNP
come indicatore di sopravvivenza.

Il primo lavoro che venne fatto per confermare questa ipotesi, fu quello di
MacDonald**! che, oltre ad affermare come negli altri studi, che la
concentrazione del peptide natriuretico era alta nei soggetti con MMVD di
grado moderato fino a quelli con grado grave di endocardiosi, cercava di
predire in base alle concentrazioni di BNP, |la morte dei soggetti in studio.

I soggetti classificati, in base alla gravita della loro endocardiosi, furono
riesaminati dopo 4 mesi e, successivamente, dopo 18 mesi dalla prima
indagine.

I cani deceduti furono suddivisi in altri 2 gruppi: morti per cause cardiache
0 no.

Al 4° mese di sopravvivenza, dei 25 soggetti iniziali, ne furono riesaminati
solo 20, 9 dei quali erano morti prima dei 4 mesi dal controllo iniziale, per
I'aggravamento della patologia.

Fu trovata una relazione dose-risposta tra la concentrazione di NT-proBNP

plasmatica e il tasso di mortalita a 4 mesi dalla diagnosi.
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La relazione era: per ogni aumento di 10 pg/mL in [BNP] plasmatico, il
tasso di mortalita aumenta approssimativamente del 44%.

Nei sopravvissuti al secondo controllo, nei 18 mesi successivi, hon venne
pero trovata una relazione tra la [BNP] e la loro sopravvivenza; si concluse
appurando, che un’alta concentrazione del peptide natriuretico potrebbe
predire una morte prematura dovuta a patologie cardiovascolari in cani
con MMVD sintomatici.

Il limite di questo studio era il numero basso di soggetti esaminati.

* nel quale, per la prima

Nel 2009 Serres et al, pubblicarono uno studio®
volta, in una grande popolazione di cani si dimostro che la concentrazione
plasmatica di NT-proBNP € correlata con la gravita della MMVD, valutata
grazie a diversi indici ecocardiografici e Doppler.

Si dimostro anche, che la concentrazione plasmatica di NT-proBNP & un
buon predittore di morte cardiaca entro i 6 mesi per i cani con MMVD
sintomatica, qualunque sia lo stato clinico al momento del test.

Questo risultato fu particolarmente evidente in cani con MMVD di grado
severo.

Sapendo che la MMVD ¢ caratterizzata da un‘imprevedibile evoluzione, con
un periodo sintomatico di durata variabile, da alcuni mesi a piu di un anno,
secondo studi prospettici***?", i presenti risultati mostrano, dunque, che
NT-proBNP potrebbe essere un aiuto nella valutazione di questa fase
sintomatica, fornendo informazioni sia sulla gravita della malattia, sia sulla
prognosi.

Tuttavia, in questo studio, NT-proBNP & risultato essere il miglior
predittore di morte cardiaca rispetto ad altri indicatori di gravita indiretti di
MMVD (variabili eco-Doppler, urea nel plasma e le concentrazioni di
creatinina).

La superiorita di NT-proBNP, rispetto ad altri biomarcatori testati, puo
essere in parte spiegato con il suo "Valore sintetico”, che riflette diversi
aspetti di complicazioni della MMVD.

Si pensa che questo avvenga perché il BNP, aumentando in risposta allo

stiramento ventricolare, pud non essere immediatamente rilevato nelle
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fasi inziali della patologia, quindi, rispecchierebbe fasi avanzate della
malattia cardiaca quando la dilatazione del ventricolo € gia presente.

La concentrazione plasmatica di NT-proBNP, valutato nei cani sintomatici
con MMVD, e correlata con la gravita della malattia e, cosa ancora piu
importante, € un fattore predittivo efficace di esito cardiaco a 6 mesi,
indipendentemente e in combinazione con lo stato clinico al momento
della presentazione.

Questo marcatore prognostico pud rappresentare un valido aiuto per i
medici veterinari e pud anche aiutarli nella scelta del trattamento e delle
sue eventuali modifiche.

Il limite di questo studio era il periodo di follow-up breve.

Nel 2010 Moonarmart e colleghi*®

pubblicarono uno studio con l'obiettivo
di determinare se, le concentrazioni del peptide natriuretico, avrebbero
potuto predire tutte le cause di mortalita in cani con MMVD sintomatica e
non.

Dei 100 pazienti in esame, 30 morirono durante il follow-up.

Erano presenti 2 variabili considerate, indipendentemente, predittive di
tutte le cause di mortalita: il diametro del ventricolo sinistro, a fine
diastole (LVEDD), e la concentrazione di NT-proBNP.

Un incremento del LVEDD di 0,1 cm, aumentava il rischio di mortalita del
20%, mentre un aumento di 100pmol/mL di NT-proBNP, aumentava il
rischio del 7%.

Nel 2008 Borgarelli nel suo studio®® aveva associato l'ingrandimento
atriale al rischio maggiore di tutte le cause di morte, ma fu proprio con
Moonarmart che a questa variabile si aggiunse la [NT-proBNP]*®.

Gli animali dopo i primi esami furono classificati in 2 gruppi:

- Con segni di patologia cardiaca

- Senza segni di patologia cardiaca

Vennero poi ricontrollati, ogni 6 mesi, e i deceduti venivano ulteriormente
classificati a seconda della morte per cause cardiache o meno.

Alla fine dello studio si dimostro che la popolazione di cani con MMVD, con

concentrazione di NT-proBNP e LVEDDN maggiori, era indipendentemente
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e in maniera incrementale, predittive di tutte le cause di mortalita; nei
soggetti con valori piu alti, questo rischio tendeva ad aumentare e
associarsi maggiormente ad una morte per cause cardiache entro 12 mesi.
[NT-proBNP], ingrandimento atriale e aumento del LVEDDN apparivano
predittivi anche nel sottogruppo che non presentava segni clinici.

In questa popolazione, circa la meta dei soggetti, era morta a causa della
patologia cardiaca; il numero relativamente basso conferma le precedenti
osservazioni che i soggetti con MMVD peggiorano lentamente.

L'abilita di identificare anche soggetti asintomatici, rilancia il ruolo dei
biomarcatori.

L'ultimo studio, preso in esame, pubblicato nel 2012 & di Wolf e colleghi*®,
diversamente dagli altri studi fatti in precedenza, si cerco di investigare
se, misurazioni seriali di NP, avrebbero potuto aggiungere ulteriori

informazioni al quadro clinico gia presente.

Lo scopo del lavoro era quello di confermare o meno l'abilita del NP, di
predire la sopravvivenza in cani con CHF dovuta all’endocardiosi.

All'inizio dello studio tutti e 26 i soggetti, furono valutati per i loro livelli di
NP e classificati in una classe da A a D, a seconda della gravita della CHF.
Vennero poi ricontrollati a distanza di 7 e 30 giorni e, successivamente,
ogni 3 mesi se ancora Vivi.

A 12 mesi dal primo controllo, i soggetti vennero classificati in 2 gruppi, a
seconda se erano vivi o morti, con l'intenzione di calcolare un cut-off per i
peptidi natriuretici e confrontare i risultati delle due popolazioni a 12 mesi.
I cani, con concentrazioni di NT-proBNP minori di 3047 pmol/mL al giorno
1, non sopravvivevano piu a lungo dei cani con valori maggiori al
precedente.

Invece, i cani che al follow-up presentavano livelli < a 965 pmol/mL,
rimasero in vita piu a lungo di pazienti con livelli >965 pmol/mL.

Secondo gli autori, questo studio a differenza degli altri, € il primo in cui si
paragona l'abilita di NT-proBNP a 2 diversi periodi di controllo.

Il presente studio dimostra che, una [NT-proBNP] < di 965 pmol/mLa 7 e

30 giorni dal trattamento inziale per CHF, € associato a risultati migliori.
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Mentre al giorno 1 tali livelli non ci davano alcuna informazione utile,
riguardo la sopravvivenza dei pazienti.

Normalmente, la decisione di cambiare la terapia in pazienti con
insufficienza cardiaca si basa sulla valutazione dei sintomi, esami del
sangue e sulle radiografie. Lo studio di Wolf suggeriva che, i livelli di NT-
proBNP potevano essere usati con successo per guidare il trattamento dei
pazienti con CHF, definendo una certa soglia, a cui i livelli sarebbero
dovuti diminuire in corso di terapia*®.

I limiti di questo studio sono la popolazione ristretta di cani, e le date dei

follow-up non standardizzate.
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3.4 SEROTONINA NELLA MMVD

La malattia degenerativa della valvola mitrale (MMVD) € comune nei cani
ed & un’importante causa di morbilita e mortalita nell'uomo®® e nei cani'’’.
In quest’ultimi la MMVD rappresenta dal 40 al 75% di tutte le patologie
cardiache!”’ 22,

Si sa relativamente poco riguardo ai meccanismi molecolari che sono alla
base della fisiopatologia del disturbo.

La patobiologia della MMVD & simile sia nell'uomo che negli animali®?*'°®,
Cambamenti patologici nella MMVD includono la trasformazione fenotipica

delle cellule interstiziali*>’"

, deposizione esuberante di proteoglicani
(PG) / glicosamminoglicani (GAG)??®, e la degradazione della rete di
matrice fibrillare, caratterizzata da una disorganizzazione del gruppo
collagene e dalla frammentazione delle fibre elastiche™’.

Tutti questi cambiamenti patologici portano all‘indebolimento dell’apparato
valvolare cardiaco e conducono alle manifestazioni funzionali riferibili con il
rigurgito mitralico.

Sono state identificate specifiche proteine effettrici, che gia si pensava
avessero un ruolo importante nei cambiamenti patologici nella
degenerazione delle valvole mitraliche, tra cui: i proteoglicani, le
collagenasi di matrice, |'elastina, le actine del muscolo liscio note come a-
SMA etc.

In modelli animali, la serotonina esogena o il blocco della clearance della
serotonina stessa, sono associati allo sviluppo di una degenerazione simil
mixomatosa.

Rispetto alla MMVD canina, incrementi di traslazione e di trascrizione dei
componenti di segnale della serotonina inclusi i recettori 5HT, protein-
chinasi attivatori di mitogeno e relativi componenti come il fattore di
crescita trasformante TGF-B, suggeriscono un ruolo chiave della
serotonina, nella fisiopatologia della MMVD?16% 165, 224, 225

Gli studi effettuati in medicina veterinaria suggeriscono un coinvolgimento

del TGF-B nella patogenesi dell’endocardiosi valvolare mitralica.

94



Si pensa che il TGF-B intervenga nella trasformazione patologica delle
cellule interstiziali valvolari®®.

Le cellule interstiziali valvolari rappresentano il tipo cellulare prevalente
nella valvola e presentano caratteristiche intermedie tra quelle dei
fibroblasti e delle cellule muscolari lisce.

Si pensa che siano coinvolte nell’inizio e nella progressione della patologia
mitralica’® e diversi studi suggeriscono che una loro alterazione sia
necessaria perche si sviluppi la degenerazione valvolare.

Nellluomo e nei modelli animali, molti dei cambiamenti istologici e
molecolari, sono simili a quelli osservati nei cani con MMVD*,
In entrambi i soggetti, i sistemi cardiovascolari sono ricchi di recettori per
la serotonina, e I'espressione dei recettori 5SHT € aumentata nei soggetti
con MMVD.

Tra i primi studi, condotti sulla serotonina e pazienti affetti da

endocardiosi, si deve annoverare lo studio di Arndt e colleghi®®®

che, nella
sua popolazione di cani incluse 120 soggetti, di cui 36 fecero parte del
gruppo di controllo, 50 erano affetti da MMVD e i restanti 34 erano dei
Cavalier King Charles Spaniels, razza molto predisposta all’'endocardiosi.
L'obiettivo di questo studio era quello di misurare le concentrazioni
sieriche di serotonina nei cani con MMVD, in quelli di razza predisposti alla
patologia e in cani di grossa taglia sani.

I risultati indicarono che, i cani con MMVD avevano concentrazioni di
serotonina sierica molto piu alte dei cani predisposti all’'endocardiosi e dei
controlli sani.

I pazienti malati, a questo punto, vennero riclassificati in base alla razza:
Chavalier King o no, e in questi due gruppi, non vi erano differenze
sostanziali di concentrazioni di serotonina.

Invece, paragonando i Cavalier non affetti e le altre razze, i livelli di
serotonina nei Cavalier erano piu alti.

I limiti di questo studio erano le varie influenze alimentari e
farmacologiche che potevano modificare i livelli di serotonina e che non

erano state prese in considerazione.
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Nello studio di Lacerda®*”

si esaminava l’ipotesi che, uno sforzo alla
trazione delle valvole cardiache poteva determinare |'‘espressione di
determinate proteine, inducendo la patologia mixomatosa.

Si cerco di scoprire se, questo iniziale stiramento, potesse indurre la
sintesi del precursore della serotonina, la sua successiva sintesi e la
concomitante liberazione di markers condrogenetici.

Lo studio venne effettuato su valvole cardiache ottenute postmortem da
cani senza apparenti segni di patologie cardiovascolari.

Le valvole vennero prelevate immediatamente dopo la morte, fissate in
formalina, montate in paraffina, sezionate, colorate e osservate al
microscopio, prima e dopo aver fatto una cultura valvolare.

Prima di tutto questo, le valvole erano state sottoposte ad una forza di
tensione ciclica del 30% e paragonate con altre valvole che non avevano
subito nessuna forza di tensione per 72 ore.

Furono, quindi, determinate, non solo tutte le proteine implicate in questo
meccanismo, con tecnica immunoblotting, ma venne anche misurata la
serotonina attraverso test ELISA.

Tralasciando i risultati delle varie proteine e soffermandoci, invece, sulla
serotonina, si notd che nelle valvole che avevano subito una tensione del
30%, le concentrazioni di serotonina e del suo precursore (5-
idrossitriptofano) erano molto piu alte di quelle che non avevano subito
nessun stiramento.

Anche in medicina umana era stato riportato l'aumento di questo
neurotrasmettitore nei soggetti affetti da MMVD,; basandosi su queste
evidenze, Lacerda et al. ipotizzarono che la sintesi locale di serotonina
gioca un ruolo chiave nella patologia e che la stimolazione iniziale induce
I'espressione dell’idrosillasi del triptofano e, quindi, della successiva sintesi
della serotonina.

Questi risultati supportano una possibile relazione funzionale tra la
patogenesi della valvulopatia “serotoninergica” e la MMVD.

In questi studi furono trovati dei limiti perché, la tensione che si
sottoponeva alle valvole era di tipo acuto, invece & stato dimostrato che,

nell’endocardiosi, le forze che portano alla degenerazione sono di tipo
96



croniche; inolte il gruppo di controllo in questo articolo (0% forze di
trazione), non poteva essere considerato come un controllo fisiologico.

Da uno studio condotto nel 2013, Ljuingvall e colleghi**® dimostrarono che,
concentrazione di serotonina sierica € associata alla gravita della MMVD.
La popolazione in studio era formata da 120 cani divisi in sani e affetti da
MMDV; a sua volta questi ultimi furono divisi in base al rapporto LA/Ao e
alla quantita di rigurgito mitralico (MR) in:

- Senza o minimo MR

- Grado medio (LA/Ao <1.5 e MR <30%)

- Grado moderato (LA/Ao >1.5 e <1.8 e MR < 50%)

- Grado grave (LA/Ao = 1.8 e MR > 50%).

La concentrazione di serotonina diminuiva all'aumentare della gravita della
MMVD e il rapporto LA/Ao era la variabile piu fortemente associato con la
5-HT.

Inoltre, CKCS che sono predisposti ad un inizio precoce di MMVD, avevano
alte concentrazioni di 5-HT sierica, rispetto ai cani di altre razze, e i
soggetti di sesso femminile avevano valori di 5-HT piu alti rispetto ai
maschi.

La concentrazione di serotonina sierica diminuisce all’aumentare della
gravita della malattia, cid potrebbe suggerire che, se la 5-HT gioca un
ruolo nella degenerazione valvolare, lo fa principalmente nei primi stadi
della malattia.

Inoltre, CKCS che sono i piu predisposti all’endocardiosi, hanno valori di
serotonina piu alti rispetto ai cani di altre razze.

Si ipotizzo che, alterazioni nel sistema di segnalamento per la serotonona,
anche se non pu0 essere considerata l'unica causa della patologia,
potrebbe essere coinvolta nel processo patologico di degenerazione
valvolare.

I limiti di questo studio devono essere attribuiti alla conservazione dei
campioni a -80° prima delle analisi e dall'interferenza che ha avuto la
macrotrombocitosi su un sottogruppo di pazienti.

231
, N

L'ultimo studio sulla serotonina, risale al 2014 ed e di Mangklabruks el

quale viene fatto un confronto tra le concentrazione di serotonina
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plasmatica e piastrinica in soggetti sani, in cani con MMVD e in cani
predisposti all’endocardiosi.

Bisogna ricordare che in condizioni fisiologiche, la serotonina circolante e
maggiormente immagazzinata nelle piastrine e i livelli plasmatici di
serotonina sono mantenuti molto bassi dai meccanismi di assorbimento
delle piastrine e dalla normale clearance®.

Le piastrine rilasciano la serotonina in circolo quando si verifica
I"attivazione e |'adesione delle piastrine.

Quindi, la concentrazione di serotonina sierica riflette il rilascio di 5-HT
dalle piastrine dopo il prelievo di sangue e non riflette assolutamente la
guantita di serotonina plasmatica in circolo.

I cani erano stati classificati prima in 2 gruppi: sani e malati; poi a loro
volta, questi ultimi, erano stati suddivisi in base alla classificazione ACVIM
in: BeC.

Quindi, sono state calcolate le concentrazioni di serotonina plasmatiche e
piastriniche.

I risultati hanno dimostrato che non vi era una significativa differenza tra
le concentrazioni di serotonina dei soggetti sani e quelli malati e neppure
tra le due sottodivisioni e il gruppo di controllo.

Sappiamo gia, che la maggior parte della serotonina rilasciata in circolo, &
captata dalle piastrine e solo il 2-5 % si ritrova nel plasma.

Quindi [5-TH] sieriche non riflettono i livelli di serotonina circolante ma
piuttosto riflette la quantita di serotonina rilasciata dalle priastrine dopo il
prelievo.

Le limitazioni di questo studio sono state: la popolazione ristretta e la
possibilita di attivazione piastrinica, durante il prelievo di sangue, che ne

avrebbe falsato positivamente il risultato.
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PARTE SPERIMENTALE

SCOPO DELLA TESI

Lo scopo della tesi e:

Determinare le concentrazioni di cTnI, BNP e serotonina in soggetti
affetti da endocardiosi mitralica;

Valutare le concentrazioni sieriche di cTnl in cani con MMVD con due
diversi analizzatori: IMMULITE 2000®, metodo a chemiluminescenza
e TOSOH, metodo immunoenzimatico e di fare la stessa cosa per le
concentrazioni di BNP valutate con TOSOH e con test Cardiopet
proBNP®;

Confermare o smentire se esiste una correlazione tra le due
metodiche di laboratorio sia per la cTnI sia per il BNP;

Determinare se, i tre biomarcatori cardiaci sono correlati tra loro e

con il peggioramento dell’endocardiosi mitralica.
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CAPITOLO 1IV: MATERIALI E METODI
ANALISI TROPONINA

TOSOH BIOSCIENCE AIA® 360

AFFIDABILITA’

SEMPLICITA’ D'USO

- Awvvio in meno di 10 minuti

- E’ sufficiente inserire i campioni e gli AIA-PACK e premere START
FLESSIBILITA'

- Gestire molti carichi di lavoro ottimizzando i consumi di reagente
- Fino a 25 campioni di pazienti a test AIA-PACK in un solo ciclo

- Possibilita di caricare nel sistema provette primarie e coppette per test
- Possibilita di carico continuo di reagenti

- Utilita nei casi di emergenza

PRINCIPIO DEL METODO

L'AIA-PACK cTnl 2°Gen. € un test immunoenzimometrico a due siti che
viene eseguita interamente nell’/AIA-PACK. Troponina I presente nel
campione € legato con anticorpo monoclonale ed immobilizzata su una fase
solida magnetica e nell’lAIA-PACK |'enzima viene marcato con anticorpo

monoclonale. Le sfere magnetiche vengono lavate per eliminare enzima
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non legato all’anticorpo monoclonale marcato e sono poi incubate con un
substrato di fluorogenica, 4 metilumbelliferil fosfato (4MUP). La quantita di
anticorpo monoclonale marcato con enzima che si lega ai siti e
direttamente proporzionale alla concentrazione della troponina I nel
campione. Si crea cosi una curva standard e concentrazioni del campione
sconosciuto sono calcolati utilizzando questa curva. AIA-PACK cTnl 2°Gen
sostituisce il prodotto originale AIA-PACK cTnl ed € stato etichettato come

seconda generazione al fine di evitare ogni possibile confusione.
Tempo di incubazione: 10 minuti

Volume del campione: 50microlitri

Tipo di campione: siero

Range del saggio: soprai 120 ng/ml

Stabilita della calibrazione: 90 giorni

Sensibilita: 0,02 ng/ml

RANGE DI RIFERIMENTO

Insieme alla clinica, la specificita € pari al 100% con <0,1 ng/mL in un

intervallo di valori per i cut-off dell’AMI.
PRECISIONE

La precisione del coefficiente di variazione intra-saggio (durante le corse) &
stata valutata in tre campioni di siero e due campioni di plasma replicati

per 10 determinazioni in cinque diversi lotti di reagente su AIA-21.

La precisione del coefficiente di variazione inter-saggio (tra le corse) &
stata valutata in cinque diverse concentrazioni analizzando campioni di

controllo in 20 corse separate su AIA-21.
SENSIBILITA'

La minima concentrazione rilevabile (MDC) di troponina I € stimata in 0,02
ng/mL. II MDC e definita come la concentrazione di troponina I che

corrisponde al tasso di fluorescenza che e due deviazioni standard dal tasso
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medio di fluorescenza di 20 determinazioni replicate di un calibratore zero.

Questi studi sono stati eseguiti sull’AIA-600 II su diversi lotti di reagenti.
INTERFERENZE

Interferenza e definita, ai fini di questo studio, per recuperare i limiti

esterni del 10% della media dei campioni conosciuti.

Emoglobina Aggiunto (fino a 436 mg/dL), bilirubina coniugata (fino a 18,6

mg/dL) e bilirubina libera (fino a 16,5 mg/dL) non interferiscono con il test.

Lipemia, come l'aggiunta di trigliceridi (fino a 2000 mg/dL) non interferisce

con il test.

Aggiunta di albumina (fino a 2,5 g/dL) non interferisce con il test.
Acido ascorbico(fino a 20 mg/dL) non interferisce con il test.
Fattore reumatoide (fino a 45 UI/ml) non interferisce con il test.

Eparina (fino a 50 U/ml) non interferisce con il test.
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ANALISI BNP

Preparazione del campione

L'emivita del BNP canino € molto breve (circa 90 secondi)*?

e, sebbene
I'NT-proBNP & piu stabile, la raccolta del campione, la manipolazione, e i
protocolli nel trasporto possono influenzare i risultati.

NT-proBNP del cane pu0 essere misurato sia dal siero che dal plasma, e le

concentrazioni ottenute dai 2 tipi di campione, sono generalmente simili***

80.

Fino a poco tempo fa i campioni dovevano essere raccolti in provette color
lavanda (fig 4.2), contenenti acido etilendiamminotetraacetico (EDTA),
centrifugare immediatamente e il plasma doveva essere trasferito in
provette rosa fornite dal produttore contenenti un inibitore della proteasi;
provette che dovevano essere refrigerate e inviate il giorno stesso al
laboratorio.

Attualmente, grazie all’ulteriore sviluppo del Cardiopet® pro-BNP, non &
piu necessario utilizzare specifiche provette, ma sono sufficienti normali

provette da siero contenenti plasma EDTA.

¥/
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Fig 4.2

Test di misurazione BNP

Per la determinazione del NT-proBNP, I'IDEXX mette a disposizione dei
medici veterinari il Cardiopet® proBNP, che accresce la capacita di
determinare rapidamente e in modo accurato lo stato cardiovascolare dei

pazienti.

Il test Cardiopet® proBNP € un semplice esame ematologico per la

misurazione dei livelli in circolo di Nt-proBNP (peptide di tipo B o peptide
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natriuretico cerebrale). L'organismo possiede numerosi meccanismi per
eliminare I'ormone attivo al fine di controllarne I'attivita. L'eliminazione del
BNP avviene molto rapidamente (entro pochi secondi) e risulta quindi
difficile misurarne la sua concentrazione. Il test Cardiopet® proBNP
misura, invece, I'Nt-proBNP in circolo poicheé questa parte risulta meno

labile e piu facilmente rilevabile.

0. Procemone

Nt-proBNP

Fig 4.3%%°

Cardiopet® proBNP € un parametro biochimico obiettivo, un marker
biologico che permette in caso di sospetta cardiomiopatia o insufficienza
cardiaca di stilare una diagnosi piu accurata. I risultati ottenuti aiutano a
valutare la gravita patologia e a migliorare I'approccio al paziente grazie a
una diagnosi precoce.

Cardiopet® proBNP & un esame minimamente invasivo e richiede solo un

prelievo di sangue.
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Valori di riferimento di NT-proBNP sierici e plasmatici in cani sani in 11

diversi studi
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ANALISI DELLA SEROTONINA

USO PREVISTO

Saggio immunoenzimatico per la determinazione diagnostica in vitro
quantitativa di Serotonina in siero, plasma, piastrine, urina umani. Il test
pud anche essere usato per scopi di ricerca su tessuti omogenati e colture

cellulari supernatanti.
SOMMARIO E SPIEGAZIONI

La serotonina & un prodotto intermedio del metabolismo del triptofano ed
e situato principalmente nelle cellule enterocromaffini dell’intestino, nei
neuroni serotoninergici del cervello, nelle piastrine e nel sistema nervoso
centrale € un neurotrasmettitore consolidato. Nel sangue in circolazione,
quasi tutta la serotonina €& concentrata nelle piastrine nell’'uomo.
Concentrazioni alterate di serotonina circolante sono state correlate a
severe condizioni patologiche quali mal di testa cronici da tensione,
schizofrenia, ipertensione, malattia di Huntington, distrofia muscolare di
Duchenne e appendicite acuta in fase precoce. La determinazione dei livelli
di serotonina nel siero & importante dal punto di vista clinico per la
valutazione diagnostica della sindrome carcinoide. Nel prossimo futuro &
prevedibile un interesse crescente nei confronti della determinazione di

serotonina nelle piastrine e della sua cinetica di cattura e rilascio.
PRINCIPIO DEL TEST

La preparazione dei campioni (derivatizzazione di serotonina in N-
acilserotonina) e parte della diluizione dei campioni ed e ottenuta
mediante incubazione dei rispettivi campioni con il Reagente di Acilazione.
La procedura del dosaggio ricalca il principio di base dell’ELISA per
competizione, con competizione in questo caso di antigeni biotinilati verso
antigeni non biotinilati per un numero fisso di siti anticorpali di legame. La
quantita di antigene biotinilato legato all’anticorpo €& inversamente
proporzionale alla concentrazione dell’analita nel campione. Quando il

sistema & in equilibrio, I'antigene libero biotinilato viene lavato via e il
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complesso antigene biotinilato + anticorpo viene rilevato usando
alcalinfosfatasi anti-biotina come marker e p-nitrofenilfosfato come
substrato. La quantificazione dei campioni € raggiunta paragonando
I'attivita enzimatica dei campioni rispetto alla curva preparata usando

standard noti.
CONSERVAZIONE E STABILITA

Il kit & spedito e trasportato a temperatura ambiente e deve essere
conservato a 2-8°C. Non esporre a luce solare diretta e ad alte
temperature. La piastra microtitrata aperta, € stabile fino a scadenza del

kit, se conservata nel suo involucro ben chiuso riposta a 2-8°C.
PRELIEVO E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Alcuni cibi contengono dosi sostanziali di serotonina, come anche alcuni
farmaci, potrebbero favorire il rilascio del neurotrasmettitore e potrebbero
alterare i livelli del campione. I pazienti devono evitare di assumere tali
cibi: avocado, banane, caffe, prugne, pomodori, noci e farmaci come:

aspirina, MAO inibitori, nicotina, catecolamine.

Siero

Non usare campioni di sengue itterici o lipemici e i campioni torbidi vanno
centrifugati per rimuovere il materiale al loro interno. Il campione & stabile

a 18-25° per 2 ore, a 2-8° per 6 h e a <20° per 6 mesi.

Plasma e piastrine

Piu del 98 percento della serotonina in circolazione e localizzata nelle
piastrine ed é rilasciata durante la coagulazione del sangue. Il sangue
deve essere raccolto attraverso una puntura venosa in provette di plastica
contenenti EDTA o citrato come anticoagulanti (ad es. 10 mL Monovette
NC con 1 mL di soluzione citrato della SARSTEDT). I campioni sono
mantenuti e centrifugati a temperatura ambiente per 10 minuti a 200 x g
per ottenere il plasma ricco di piastrine. (PRP). In seguito il supernatante

del PRP ¢ trasferito in un’altra provetta e le piastrine vengono contate.
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Per ottenere il pellet di piastrine, un’aliquota di 200 uL di PRP (contententi
da 350000 a 500000 piastrine/ yL) € aggiunta a 800 pL di soluzione
fisiologica salina e centrifugata a 4500 x g per 10 minuti a 4°C (o a 10000
X g per 2 minuti a 4°C). Il supernatante viene poi eliminato. 200 pL di
acqua doppio destillato & aggiunta al pellet, che ora puo essere conservato
congelato a < -20°C per diverse settimane senza alterazioni del
contentuto di serotonina.

Dopo lo scongelamento dei campioni congelati, centrifugare a 10000 x g
per 2 minuti a temperatura ambiente. 20 uL del supernatante sono usati
per I'ELISA. Se si vuole misurare la serotonina nel plasma privo di
piastrine (PFP), un’aliquota del PRP viene centrifugata a 4500 x g per 10
minuti a 4°C (o a 10000 x g per 2 minuti a 4°C) per ottenere il plasma
privo di piastrine (PFP). 50 pL di supernatante vengono usati nell’lELISA
per la misurazione della serotonina libera (non legata alle piastrine).

Il plasma deve essere conservato a < -20° ed e stabile per 2 settimane, a
< -80° per 12 mesi.

PROCEDURA

10.3.1. Campione A: Siero, Urina, estratto di piastrine, omogenato tissutale e controlli
1. Pipettare 20 pL di ogni Controllo e di ogni campione A in provette di vetro.
2. Pipettare 100 pL di Soluzione Tamponediluita in ogni provetta. Mescolare sul vortex mixer.

3. Pipettare 25 pL di Reagente di Acilazione in ogni provetta. Agitare ogni provetta nel vortex
immediatamente dopo aver pipettato.

4. Coprire le provette. Incubare per 15 min a 37°C in bagno di acqua.
5. Pipettare 2 mL di Soluzione Tamponediluita in ogni provetta. Mescolare sul vortex mixer.
6. Centrifugare tutte le provette per 10 min a 1500 x g.

| campioni preparati devono essere analizzati immediatamente. || supernatante e stabile solo 1 h a
£ l \ 18-25°C.

Campione B: plasma privo di piastrine

Pipettare 50 pL di ogni campione B in provette di vetro.

Pipettare 100 pL di Soluzione Tampone diluita in ogni provetta. Mescolare sul vortex mixer.
Pipettare 25 pL di Reagente di Acilazione in ogni provetta. Agitare ogni provetta nel vortex
immediatamente dopo aver pipettato.

Coprire le provette. Incubare per 15 min a 37°C in bagno di acqua.

Pipettare 1 mL di Soluzione Tamponediluita in ogni provetta. Mescolare sul vortex mixer.
Centrifugare tutte le provette per 10 min a 1500 x g.

T | campioni preparati devono essere analizzati immediatamente. || supernatante e stahile solo 1h a
18-25°C.

I e I B
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Tipica Curva di Calibrazione

Standard Serotonina DO mean DOMD Oma
(ngimL) (%)
A 0.0 2118 100.0
] 0.08 1883 EER]
C 0.24 1.568 74.0
D 0.73 1.089 51.5
E 22 0641 303
F 6.6 0.369 17.4
G 198 0245 11.6
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VALORI ATTESI

I soli risultati non dovrebbero essere |'unica motivazione alla base di una
scelta terapeutica. Devono essere correlati ad altre osservazioni cliniche e

test diagnostici. Soggetti apparentemente sani mostrano i seguenti valori:

(97.5 % percentile) Campioni n Unita Media Interval.

Campioni n Unita Media Intervallo
Siero 99 ng/mL o8.b 30 - 200
Plasma privo di Piastrine 35 ng/mL 3.7 1.8-7.5
Piastrine 35 ng#1 0° Piastrine 450 217 —8b1
24 h Urina 49 pg/giomi 83.1 <200

Siconsiglia ad ogni laboratorio di calcolare i propri valori di riferimento.

LIMITI DELLA PROCEDURA

La raccolta dei campioni ha influenza significativa sui risultati del test.
Azide e thimerosal a concentrazioni > 0.1 % interferiscono con questo test
e possono portare a risultati non veritieri. I seguenti componenti del
sangue non hanno effetto significativo (+/-20%) sui risultati del test fino

ai livelli di concentrazione riportati in tabella:

emoglobina 8,33 mg/mL

bilirubina 0,33 mg/mL.
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Questo studio & stato condotto su 91 cani visitati presso il Dipartimento di
Scienze Veterinarie dell’Universita di Pisa, tra gennaio 2009 e dicembre
2013; tutti erano affetti da MMVD.

Ogni paziente in esame ¢é stato pesato e ne stata valuta I'eta.

Ogni soggetto & stato quindi sottoposto ad esame clinico completo, profilo
emato-biochimico e urinario, radiografia del torace in posizione latero-
laterale (LL) e ventro-dorsale (VD), studio elettrocardiografico (ECG) e
valutazione ecocardiografica. I valori ecocardiografici presi in
considerazione sono stati: i parametri di funzionalita del ventricolo sinistro
come: frazione d’eiezione (Ejection Fraction, EF), frazione d’accorciamento
(Shortering Fraction, SF); rapporto tra il diametro dell’atrio sinistro e
dell’'aorta (Left atrium/Aorta, LA/Ao), volume in telediastole e in
telesistole, rispettivamente (End Diastolic Volume Index EDVI e End
Systolic Volume Index, ESVI), indicizzati alla superficie corporea e le
entita del rigurgito della valvola mitralica e tricuspidale.

I pazienti sono stati classificati secondo Consensus Statements of the
American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM), in base ai rilievi
clinici e agli indiaci ottenuti con le indagini strumentali, in classi da B a D.
¢ Stadio A: Cani ad elevato rischio di sviluppo d’insufficienza cardiaca (es.
CKCS) ma senza apparenti alterazioni strutturali cardiache al momento
dell’esame.

¢ Stadio B: Cani con malattia cardiaca strutturale (es.degenerazione
valvolare) e segni clinici associati (soffio cardiaco) ma non hanno mai
sviluppato insufficienza cardiaca (asintomatici).

¢ Stadio B1l: Cani asintomatici ma senza evidenza radiografica o
ecocardiografica di ingrandimento cardiaco (rimodellamento).

¢ Stadio B2: Cani asintomatici con rigurgito valvolare significativo ed
evidenza radiografica e/o ecocardiografica d'ingrandimento cardiaco

¢ Stadio C: Cani con malattia valvolare e segni clinici presenti o passati
d’insufficienza cardiaca (sintomatici).

¢ Stadio D: Cani con malattia allo stadio terminale (insufficienza cardiaca

refrattaria alla terapia standard).
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TABELLA

Parame.

Descrizione

SF

Frazione di accorciamento: esprime la percentuale di
riduzione del diametro ventricolare in sistole (il valore ottenuto
e abbastanza variabile nelle diverse razze canine, tende a
essere piu elevato nei cani di razza piccola, mentre nelle razze
grandi si possono trovare soggetti normali con frazioni di

accorciamento piu basse del 35%).

EF

Frazione di eiezione: va interpretato come indicatore della
risposta contrattile. Tale valore € influenzato da numerosi
fattori, quali il carico diastolico, il carico sistolico, i trattamenti

farmacologici e la contrattilita intrinseca.

La/Ao

Rapporto Atrio sx/ Aorta. Consente di confrontare il diametro
atriale, in progressivo aumento in numerose cardiopatie, e
I'anulus aortico, che e invece relativamente stabile. I valori
di riferimento per la normalita sono inferiori a 1,4 secondo la

taglia dell’animale.

LVIDd

Diametro diastolico ventricolo sinistro.

EDVI

Indice di volume telediastolico espresso in mL/m2 (calcolo
eseguito con la formula di Teicholz). Indipendentemente dalla
taglia, i valori di riferimento per la normalita sono compresi fra
80 e 100 mL/m?2.

LVIDs

Diametro sistolico ventricolo sinistro.

ESVI

Indice di volume telesistolico espresso in mL/m2 (calcolo
eseguito con la formula di Teicholz). Indipendentemente dalla
taglia, il valore di riferimento per la normalita deve essere

uguale o inferiore a 30 mL/m?2.

BSA

“Body surface area”. E’ un indicatore migliore del peso corporeo.
Serve per mettere in relazione le misure del cuore con altezza e
peso del soggetto. In ecocardiografia attraverso il BSA viene

calcolato l'indice cardiologico.

Tab 4.4
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Ad ogni soggetto, inoltre, e stato prelevato un campione ematico di cui
una parte e stata utilizzata per effettuare il profilo emato-biochimico e
un’altra, divisa in due aliquote € stata conservata a -20°C: un’aliquota e
stata inviata al laboratorio di analisi San Marco (Padova, Italia) dove &
stato effettuato il dosaggio della Troponina I cardiaca mediante Chem
(Chemiluminescence, IMMULITE 2000®) I'altra & stata analizzata presso il
Laboratorio del Dipartimento di Scienze Veterinarie mediante FEIA-TB
(Fluorescence Enzyme Immuno Assay-Tosoh Biosciences).

La metodica Chem prevede un dosaggio immunometrico in
chemiluminescenza amplificata, il range di riferimento del test € tra 0,05 -
0,24 ng/ml. La metodica FEIA-TB prevede un dosaggio immunoenzimatico
e il suo il range di riferimento per la troponina & tra 0,0 -0,09 ng/ml.

I dati ottenuti sono stati analizzati con un software commerciale
(MedCalc® Statistical Software version 13.1.0 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2014).

Ad 8 dei 91 soggetti in esame, sono state valutate anche le concentrazioni
di BNP presso il Laboratorio del Dipartimento di Scienze Veterinarie
mediante Cardiopet® NT-proBNP (IDEXX) e con strumentazione Tosoh e

per finire su 20 soggetti & stata valutata la serotonina tramite test ELISA.
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CAPITOLO V: RISULTATI

prevalenzadirazza

B METICCI
B CKCS
= BARBONI
B YORKSHIRE

B SETTER

¥ BRETON

= PINSCHER
¥ CHIHUAHUA

PECHINESI
B ALTRE

Il gruppo dei malati era formato 91 soggetti di cui: 28 Meticci, 12 Cavalier
King Charles Spaniel (CKCS), 10 Barboni, 9 Yorkshire Terrier, 8 Setter
Inglesi, 6 Espaniel Breton, 5 Pinscher, 3 Chihuahua, 2 Pechinesi, 8 cani di
altre razze. Il gruppo dei cani con MMVD era composto da animali di

piccola-media taglia.

PREVALENZA DI SESSO

HFEMMINE
B MASCHI

Il nostro gruppo di studio era formato da 34 femmine e 57 maschi (62%)
affetti da MMVD.
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PREVALENZADI ETA'

B PREVALENZADI ETA'

<10 ANNI
>10 ANNI

Classificando i soggetti in base all’eta, 38 avevano un‘eta < 10 anni e 53

> 10 anni con un’eta media di 11,6.

PREVALENZA DI PESO

h l W PREVALENZA DI PESO

<10 KG 10-20KG >20KG

50
40
30
20

Classificando i cani in base al peso, trentasette soggetti avevano un peso

< 10 kg, quarantaquattro tra 10 e 20 kg e dieci = 20 kg, con un peso
medio di 13,3 kg.

B 70,05 40,46 1,5 74 27 3,1 2,1 0,6
x + +
+10 7,67 0.2 17 10,56 +£088| 0,7 | £0,33
C 70,94 41,94 2 122 47 3,7 2,4 0,4

+12 +9,2 +0,4 +23 +23,15| +£0,9 +0,7 | 0,23

D 74,10 44,90 2,1 133 42 3,2 2 0,3

+16 +11 +0,2 +25 +19,70 | £0,5 +0,6 +0,16
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Analizzando la sede e l'intensita dei soffi cardiaci, 43 soggetti su 91 (47%)
affetti da patologia cardiaca, hanno mostrato solo un soffio a carico della
valvola mitrale. La velocita massima di rigurgito nei 48 soggetti con soffio
sistolico su entrambe le valvole atrio-ventricolari & risultato maggiore a
carico della mitrale.

I parametri di funzionalita del ventricolo sinistro, frazione d’eiezione (EF) e
frazione d’accorciamento (SF), sono risultati aumentati in 52 soggetti
(57%) e diminuiti in 26 soggetti (28%), il sovraccarico di volume (EDVI>
80ml/m?2) si & verificato in 53 cani; di questi 31 hanno mostrato anche un
deficit sistolico (ESVI> 30ml/m2). Il rapporto atrio sinistro aorta (LA/A0)
era aumentato in tutti i soggetti in grado diverso in base al gruppo ACVIM
di appartenenza.

In base ai rilievi clinici e strumentali, il grado d’insufficienza cardiaca dei
pazienti e stato classificato secondo ACVIM Consensus Statement: 61 cani

in classe B, 19 in classe C e 11 in classe D.

TROPONINA
ACVIM FEIA-TB (MEDIA£DS) | Chem (MEDIA%DS)
B 0,14+0,43 0,47+1,67
C 0,29+0,43 0,93+1,49
D 0,33+0,32 0,96+0,94
Tab 5.2
ACVIM |CANI |FEIAT-TB>RR | Chem>RR r r 2 Rho
B 61 12 13 0,99 0,99 |[0,72
C 19 14 16 0,99 0,98 |0,97
D 11 9 10 0,95 0,80 |0,93
Tab 5.3

Tab.5.3: Confronto tra cTnI Chem vs.cTnI FEIA-TB in cani con MMVD divisi

secondo ACVIM Consensus Statement.
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Chem (Chemiluminescence, IMMULITE 2000®), FEIA-TB (Fluorescence

Enzyme Immuno Assay-Tosoh Biosciences).
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Fig. 5.4 e Fig. 5.5 :Gruppo B classificazione secondo ACVIM Consensus
Statement, Chem (Chemiluminescence, IMMULITE 2000®), FEIA-TB

(Fluorescence Enzyme Immuno Assay-Tosoh Biosciences).
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Fig. 5.6 e Fig. 5.7: Gruppo C classificazione secondo ACVIM Consensus
Statement, Chem (Chemiluminescence, IMMULITE 2000®), FEIA-TB

(Fluorescence Enzyme Immuno Assay-Tosoh Biosciences)
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Fig. 5.8 e Fig. 5.9: Gruppo D classificazione secondo ACVIM Consensus

Statement, Chem (Chemiluminescence, IMMULITE 2000%®), FEIA-TB

(Fluorescence Enzyme Immuno Assay-Tosoh Biosciences).

Le concentrazioni di cTnl dei soggetti con MMVD aumentava in modo
proporzionale al grado di insufficienza cardiaca come nelle fig da 5.2 a 5.9.
Durante il periodo di studio sono stati sottoposti ad eutanasia per
patologia cardiaca 18 soggetti, 8 appartenevano alla classe D e 10 alla
classe C. Questi soggetti avevano mostrato valori tra i piu alti di cTnI

all'interno del gruppo.
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BNP
Dei 91 cani, 8 di loro sono stati testati anche per BNP con metodica IDEXX
e Tosoh, alla classe B fanno parte 4 soggetti, alla C 3 soggetti e uno solo

della classe D.

B 43,99+6,08 2693+321
C 49,80+7,06 5109+2899
D 51,25 1637
Tab. 5.10
ACVIM r 2 5
B -0,5109 0,41 0,49
C 0,6404 0,26 0,55
D 0,36 0,31 0,42

Tab.5.11 Confronto tra BNP IDEXX vs.BNP FEIA-TB in cani con MMVD

divisi secondo ACVIM Consensus.

I risultati di IDEXX sono espressi in pmol/L (Tab.5.10), mentre quelli del
Tosoh in pg/ml. Per trasformare tutto in pmol/L abbiamo usato come

fattore di conversione 8,571.

In questo modo abbiamo potuto confrontare i risultati con la stessa unita
di misura, anche se la metodica FEIA-TB ha dei valori di riferimento diversi
dalla metodica usata dal test Cardiopet® di IDEXX.
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Fig 5.12,5.14,5.16: Box-plot delle differenze statistiche fra le due metodiche di laboratorio e la concentrazione
di BNP. In ogni boxplot sono rappresentati i valori minimi e massimi, la mediana & rappresentata dalla linea
all'interno del box. Gli estremi del box rappresentano il 25 e il 75%.

Fig. 5.13,5.15,5.17: Grafici di regressione lineare delle correlazioni esistenti fra i valori di BNP calcolati con
tecnica IDEXX e tecnica FEIA-TB.
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SEROTONINA

20 pazienti su 91 sono stati testati per la serotonina con metodica ELISA, i
soggetti sono classificati in base alla classe ACVIM. Della classe B fanno

parte 16 soggetti, della classe C 4 soggetti e della classe D solo un solo

soggetto.
ACVIM ELISA (MEDIA£DS)
B 756+61,56
C 803+53,54
D 827
Tab 5.18
SEROTONIN
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STAGEB STAGE C STAGE D
Fig. 5.19

Fig 5.19: Box-plot delle differenze statistiche fra concentrazione della serotonina
e classe ACVIM.

Come si evince dal grafico per il gruppo Stage B la mediana e di 750
ng/mL, mentre la classe Stage C ha una mediana di circa 800, mentre

I'unico soggetto della classe Stage D ha una mediana di circa 825 ng/mL.
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STAGE B TROPONIN VS SEROTONIN
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Fig.5.20: Box-plot di confronto tra la troponina valutata con i due analizzatori e la serotonina in
soggetti appartenenti allo stadio B. I valori in asse Y sono espressi in scala logaritmica per rendere
possibile il confronto.
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Fig.5.21: Box-plot di confronto tra la troponina valutata con i due analizzatori e la serotonina in
soggetti di stadio C. I valori in asse Y sono espressi in scala logaritmica per rendere possibile il
confronto.
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Fig. 5.22

Fig.5.22: Box-plot di confronto tra la troponina valutata con i due analizzatori e la serotonina in
tutti i soggetti.
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Fig.5.19: Box-plot di confronto tra i tre biomarcatori in soggetti di stadio B. I valori in asse Y sono
espressi in scala logaritmica per rendere possibile il confronto.
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Fig.5.23: Box-plot di confronto tra i tre biomarcatori in soggetti di stadio C. I valori in asse Y sono espressi in
scala logaritmica per rendere possibile il confronto.
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Fig. 5.24: Box-plot dei tre biomarcatori valutati con i corrispettivi analizzatori in tutti i soggetti.
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CAPITOLO VI: DISCUSSIONE

Analizzando i risultati, emerge, in accordo con la bibliografia, che vi € una
maggior probabilita di sviluppare endocardiosi mitralica nei soggetti

maschi anziani?18186. 189

La maggior parte dei soggetti che hanno
sviluppato MMVD in eta precoce (< 10 anni) erano CKCS, razza questa,
con una forte predisposizione genetica allo sviluppo di MMVD>°, L’entita
del soffio e la velocita del rigurgito causati dall’endocardiosi sono risultati
maggiori a carico della valvola mitrale rispetto alla tricuspidale, questo in
accordo con quanto descritto in letteratura“®.

Il cut-off del test consigliato dalla ditta produttrice dell’analizzatore
(IMMULITE 2000®) & 0,5 ng/ml, ma in questo studio & stato utilizzato il
valore minimo di troponina sierica rilevabile da parte dell’apparecchio (0,2
ng/ml) perché in letteratura la concentrazione di cTnI negli animali sani &
nettamente inferiore a 0,2 ng/ml e 0,5 ng/ml & gia un valore considerato
patologico'®®. In accordo con questa considerazione anche per Tosoh &
stata considerata patologica una concentrazione di troponina > 0,09
ng/ml. Questo lavoro ha evidenziato una sensibilita sovrapponibile
nell’identificare i cani con danno miocardico: tutti i soggetti con cTnl >
0,09 ng/ml (Tosoh®) mostravano valori di cTnI > 0.2 (IMMULITE 2000®).
E’ stato osservato che i rilievi ecocardiografici sono in correlazione con i
livelli sierici della troponina®?.

I rilievi ecocardiografici, in particolare il rapporto atrio sinistro aorta
(LA/A0), sono risultati strettamente correlati alla concentrazione di cTnI
infatti, i soggetti con cTnI > 0,09 ng/ml (Tosoh®) e cTnl > 0.2 (IMMULITE
2000®) hanno mostrato un rapporto LA/Ao >1,6, indice questo di
dilatazione cardiaca e rimodellamento cardiaco a seguito di disordini
volumetrici e pressori causati dall’insufficienza valvolare!. In questo studio
i parametri di funzionalita del ventricolo sinistro, frazione d’eiezione (EF) e
frazione d’accorciamento (SF), sono aumentati nel 57% nei pazienti affetti
da endocardiosi mitralica di grado medio, infatti il sangue incontra minor
resistenza durante la sistole perché una parte refluisce nell’atrio. Con

I'aggravarsi della patologia aumenta il sovraccarico volumetrico (aumento
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dell’EDVI) e i differenziali pressori cambiano, quindi EF e FS tendono ad
assumere nuovamente valori normali per poi diminuire, mentre
contestualmente aumenta ESVI a indicare un deficit sistolico: questi sono
indici prognostici negativi'’’.

La concentrazione di cTnl circolante, valutata con entrambe le metodiche
di analisi, aumenta progressivamente al diminuire della capacita
contrattile del cuore e della gittata, parametri che indicano un danno
miocardico crescente!®®., Questo risultato & particolarmente interessante
perché ha permesso di distinguere, precocemente, rispetto ai parametri
ecocardiografici, i soggetti in cui la patologia ha una gravita maggiore e
che necessitano di un importante intervento terapeutico sotto stretto
controllo medico’® %3¢,

La troponina (cTnl) €& risultata essere un biomarcatore sensibile nella
diagnosi e nella valutazione della gravita dell’endocardiosi mitralica.
Questa proteina puo rilevarsi utile nell’individuare precocemente pazienti
che necessitano di un immediato intervento terapeutico e nel monitoraggio
della terapia oltre a rappresentare uno specifico indicatore prognostico®”.
Dal nostro studio e soprattutto dai grafici (box-plot) riguardanti le due
metodiche di analisi del BNP, si evince che non vi & correlazione tra i due
analizzatori; mentre il BNP calcolato con metodo FEIA-TB ha un trend di
incremento correlato alllaumento della gravita dell’endocardiosi, il BNP
valutato tramite tecnica IDEXX, non segue un trend di incremento
correlabile con il grado di endocardiosi mitralica. Questo risultato non ¢&
conforme con quelli ritrovati in bibliografia, in cui si assegna al test IDEXX
il ruolo di “gold standard”.

Una giustificazione a tale non conformita potrebbe essere il metodo di
stoccaggio dei suddetti campioni, che sono stati inviati al laboratorio di
analisi dopo non oltre una settimana dal prelievo; I'altro motivo, che &
risultato a nostro avviso la causa maggiore per la quale vi € una non
conformita dei risultati, € il numero limitato di campioni, soprattutto
I'unico paziente classificato nel gruppo ACVIM D, che altera la validita per

quella classe di studio.
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Ad oggi il BNP e in particolare I'NT-proBNP & considerato uno dei piu
affidabili markers neurormonali di patologie cardiache nei cani® 238 239,

Cosi come per la MMVD che ha un’alta incidenza nei confronti di
determinate razze, fasce di eta e sesso, anche nei confronti di NT-proBNP
e stato condotto uno studio per creare degli intervalli di riferimento in
soggetti sani di razze diverse. Da questo studio®*°, si realizzarono dei
range di riferimento da usare per valutare al meglio I'NT-proBNP in base
alla razza di appartenenza; per quanto riguarda il sesso, in un altro studio
e stato osservato che i pazienti di sesso femminile avevano concentrazioni

pil alte dei maschi®*!, al contrario nessuna eta o peso corporeo avevano

effetti sulle concentrazioni di BNP, come viene dimostrato in molti studi®>*

48, 87, 242.

Il nostro elaborato si pud inquadrare nel filone dei lavori che cercano di
confermare se, esiste una correlazione tra le concentrazioni del peptide
natriuretico di tipo B e la gravita dell’endocardiosi. Attualmente in
medicina umana il BNP rappresenta, per la sua sensibilita, il “marker” di
insufficienza cardiaca maggiormente utilizzato per la stratificazione
prognostica dei pazienti e come guida nella gestione della terapia. Inoltre,
recenti studi in campo veterinario, suggeriscono come il BNP possa
rappresentare un valido test aggiuntivo nei cani cardiopatici®*>.

Come si evince dal nostro lavoro, le concentrazioni di NT-proBNP sono
correlate al grado di insufficienza mitralica cosi come ritrovato anche da
Serres e colleghi, che hanno evidenziato come, le concentrazioni di NT-
proBNP hanno una forte correlazione con la severita clinica del’/MMVD e
che questa molecola € in grado di predire la mortalita da cause cardiache
in cani affetti da endocardiosi sintomatica®!>. Nei soggetti presi in esame
nel nostro studio viene fatto un solo campionamento e viene associata tale
concentrazione allo stadio clinico del cane in quel determinato momento,
si ipotizza, quindi, che dosaggi ripetuti dell’'NT-proBNP potrebbero essere
utili nel guidare le terapie; uno studio pilota di Achen e colleghi aveva
evidenziato, che le variazioni delle concentrazioni di questa molecola, in
cani affetti da MMVD, erano sempre in accordo con le decisioni

terapeutiche prese dai cardiologi®**.
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Nei pazienti in terapia periodicamente monitorati tramite le convenzionali
metodiche diagnostiche, conoscendo solo gli esiti di tali indagini ma non i
livelli di NT-proBNP, si decideva se variare o meno il dosaggio del
diuretico. I risultati ottenuti suggerivano che le concentrazioni del
suddetto biomarker, cambiavano in concomitanza con le condizioni cliniche
e quindi, risultavano un aiuto nelle scelte terapeutiche del cardiologo,
guesto pero, € l'unico studio a riguardo e visto che i lavori in medicina
umana hanno risultati contradditori, saranno necessari ulteriori ricerche.
Cosi come si evince dal nostro studio, anche Oyama nel suo lavoro,
considera che, le concentazioni di NT-proBNP siano positivamente
correlate con le misurazioni ecocardiografiche e radiografiche di
peggioramento della malattia; Moonarmart nel 2010 condusse uno studio
al fine del quale, si confermava la correlazione tra ingrandimento atriale e
concentrazione di tale biomarker?°3.

Nonostante cio, il dosaggio di NT-proBNP non € scevro da alcune
limitazioni, ad esempio patologie concomitanti (come problemi renali,
patologie infettive, ipertensione sistemica e polmonare) e |la
somministrazione di farmaci che variano il volume ematico (diuretici),
possono influenzarne le concentrazioni; inoltre, la stabilita della molecola
in vivo & altamente tempo e temperatura-dipendente: ecco perché e utile
eseguire un monitoraggio insieme alla valutazione completa del quadro
clinico. Considerato che [I'NT-proBNP e in parte escreto tramite Ia
filtrazione renale, nei pazienti con problemi renali e diminuita filtrazione
glomerulare, i valori ottenuti sono maggiori rispetto a quelli di pazienti non
affetti da tali patologie, dando a volte dei falsi positivi o negativi. Questo
ultimo fenomeno pud pero essere parzialmente ovviato utilizzando valori
normalizzati per I'azotemia. E inoltre necessario ricordare che, oltre a
variare in corso di patologia i livelli di NT-proBNP fluttuano in uno stesso
paziente da un giorno all’altro, probabilmente a causa del ritmo circadiano
o delle variazioni del volume ematico, nonché al variare del metodo di
raccolta dei campioni, di maneggiamento e dei protocolli di spedizione, che

possono influire sui risultati ottenuti*® 71,
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Per questo motivo la misura delle concentrazioni di NT-proBNP deve
essere sempre associato ad uno screening cardiologico completo.

Il nostro studio, ipotizza, non solo che ci sia una correlazione tra
serotonina e la gravita dell’endocardiosi, ma in primis, che la suddetta
molecola svolga un ruolo chiave nell’endocardiosi mitalica. Numerosissimi
studi sono stati fatti riguardanti la serotonina in pazienti affetti da
MMVD161 165, 222, 223 125, 132, 225, 127, 162.

Per quanto riguardano i risultati della serotonina si pud notare facilmente
dal grafico box-plot 5.19, che le concentrazioni dei pazienti aumentano
linearmente all’aggravarsi della patologia. I soggetti classificati nel gruppo
ACVIM B, hanno concentrazioni di circa 756 ng/mL £61, quelli della classe
ACVIM C 803+53, mentre l'unico soggetto nel gruppo ACVIM D, presenta
una concentrazione di 827 ng/mL.

Questi risultati appaiono correlati con lo studio di Arndt e colleghi, i quali
hanno dimostrato un significativo aumento della concentrazione di
serotonina sierica in cani affetti da MMVD rispetto a pazienti sani,
assegnando cosi alla 5HT una funzione importante nella patogenesi
dell’endocardiosi®?®; cosi come sono correlati allo studio di Oyama sotto
riportato. Nel 2013 lo studioso Ljungvall pero, arriva a conclusioni diverse
e sulla base dei risultati del suo lavoro afferma che vi € si, una relazione
tra 5HT e MMVD, ma che la concentrazione del neurormone diminuisce
all'aumentare della gravita della patologia; in piu correla questi dati anche
al rapporto LA/Ao, LVIDd e LVIDs. L'autore spiega i risultati ottenuti,
suggerendo che la serotonina gioca un ruolo maggiore nelle prime fasi
dell’endocardiosi e quindi di contro, ha un ruolo minore negli stadi
avanzati-gravi della patologia®*°.

Dalla nostra abbiamo i numerosi limiti e la non uniformita dei soggetti
nello studio di Ljungvall. I cani del suddetto lavoro che fanno parte del
gruppo dei sani, sono per la maggioranza CKCS, che come abiamo visto
piu volte, € una razza altamente predisposta alla MMVD; quindi, i CKCS
avrebbero potuto avere delle concentrazioni maggiori di 5TH, anche senza
essere considerati affetti. Al contrario nel nostro studio, anche se non &

presente un gruppo di controllo, non vi sono animali di suddetta razza.
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Per quanto riguarda l'eta dei pazienti, nel nostro studio, I'eta media € di
11,6 anni e come ampiamente dimostrato, la MMVD colpisce i cani anziani

171 mentre nello studio di Ljunvall i

e peggiora con l'avanzare dell’eta
pazienti avevano un’ eta compresa tra i 4,5 del gruppo dei sani e i 9,9 dei
cani con MMVD grave; questo puo quindi influire sulla veridicita dei
risultati.

Anche nello studio di Arndt si rilevava una regressione lineare di
serotonina rispetto all’eta del gruppo di controllo e dei cani predisposti alla
patologia mitralica, ma anche in questo caso il fatto di avere come gruppo
di riferimento dei soggetti predisposti alla patologia, ne altera il
risultato®?®.

Nel nostro studio non e stata trovata una correlazione tra le concentrazioni
di serotonina e il rapporto LA/Ao; riguardo a questo dato nel 2008
Borgarelli aveva associato l'ingrandimento atriale ad un rischio maggiore

8 e come gia visto Ljungvall lo associa

di morire per qualsiasi patologia®*
inversamente alle concentrazioni di 5TH.

Analizzando tutti e tre i biomarcatori insieme, grazie ai grafici box-plot, si
nota che hanno un trend simile, cioé aumentano, all'laumentare della
gravita dell’endocardiosi; i risultati perd non sono statiticamente
significativi, questo pud essere determinato dal numero ristretto di
pazienti nel nostro studio. Soffermandoci sui risultati ottenuti sui tre
biomarcatori insieme, si prendera come esempio un articolo molto
interessante di Trafny e Oyama.

2°%>, porta avanti un lavoro molto

Lo studio di Trafny e Oyama del 201
simile a quello intrapreso in questa tesi; risulta comunque l'unico articolo
finora in circolazione ad usare nello studio della MMVD ben 4 biomarcatori
cardiaci: CRP, cTnI, NTproBNP e 5HT. I soggetti inclusi nel gruppo di
studio sono tutti della stessa razza: “Norfolk Terrier”, a differenza del
nostro lavoro nel quale sono presenti cani di razze diverse. Avere tutti cani
della stessa razza, risulta un’agevolazione per la validita dei risultati,
infatti, quanto piu la popolazione in studio & simile, tanto piu veritieri
saranno i risultati; considerando il fatto che la nostra patologia (MMVD) ha

una predisposizione maggiore nei cani di taglia piccola, come lo ¢, la razza
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in questione. Altro punto da tenere in considerazione € che, studi
descrittivi focalizzati su una particolare razza possono portare ad una
migliore comprensione della fisiopatologia dell’endocardiosi, la quale
risulta ad oggi in parte sconosciuta, a causa delle molte eziologie. Studi
mirati su una razza possono portare alla possibile individuazione di
scostamenti diagnostici normali, della popolazione canina in generale e
fornire una base per il confronto con le altre razze di cani.

Le indagini condotte sul gruppo di Norfolk sono le stesse che si ritrovano
nel nostro lavoro. Gli animali sono stati valutati attraverso un esame
fisico, ECG e un indagine ecocardiografica ed eco-Doppler, includendo i
seguenti parametri: LA/Ao, LVIDs, LVIDd, lunghezza dei lembi valvolari e
spessore massimo indicizzati sulla BSA.

Le indagini biochimiche sulla troponina, NT-proBNP e serotonina sono
state ottenute con le stesse metodiche usate in questo lavoro e a sua
volta, i risultati ottenuti analizzati con lo stesso sistema statistico.

I soggetti sono stati classificati secondo metodo ISACHC (International
Small Animal Cardiac Health Concil) a seconda della gravita della MMVD,
includendo un gruppo di soggetti sani (gruppo di controllo).

Dei 48 cani, 41 avevano una conclamata malattia degenerativa della
valvola mitralica, i restanti 7 erano sani. I risultati sulle concentrazioni dei

3 biomarcatori sono riportati nella tabella sottostante.

ISACHC | Troponina cardiaca I (mg/dL) NT-proBNP (pmol/L) Serotonina (ng/mL)
Media (IQR) Media (SD) Media (IQR)
0 0.19 (0.19-0.20) 386 (218) 414 (220-584)
1 0.19 (0.19-0.20) 595 (339) 604 (464-812)
1b 0.19 (0.19-0.19) 997 (778) 618 (574-826)
valoreP | P = 0.12 P =0.019 P =0.08

IQR: interquartile; SD: deviazione standard;

Come si evince dalla tabella, le concentrazioni di NT-proBNP sono piu alte

nei soggetti con MMVD di grado severo; non ci sono significative differenze
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per la troponina, mentre la serotonina ha wuna mediana non
significativamente alta nei soggetti con endocardiosi piu grave.

In questo studio cosi come negli altri lavori riguardanti questo argomento,
si focalizza l'attenzione sull’'uso dei biomarker come un aiuto molto
importante nella fisiopatologia della malattia degenerativa mitralica®.

I risultati ottenuti su I'NT-proBNP, concordano con lo studio di Oyama sui
CKCS in cui le concentrazioni di tale biomarcatore erano elevate. Il fatto
che la serotonina non abbia raggiunto livelli statistici significativi, necessita

comunque di studi aggiuntivi.

I limiti del nostro studio sono stati:

- il numero ridotto dei casi, per quanto riguarda le analisi di BNP e della
serotonina, che puo avere ridotto il potere statistico della nostra analisi;
una maggior numerosita di soggetti avrebbe, forse, minimizzato le
deviazioni standard e migliorato percio il differenziamento tra i gruppi.

- l'assenza di un gruppo di controllo costituito da soggetti sani, che
avrebbero potuto in alcuni casi confermare o smentire risultati ritrovati in
altri studi.

- mancanza di pazienti appartenenti alla razza Cavalier King Charles
Spaniel, altamente predisposta alla MMVD; questo evento a nostro avviso
non € un vero e proprio limite, perche utilizzare dei soggetti predisposti e
inglobarli nel gruppo dei sani o in qualsiasi altro gruppo, porta, come
abbiamo visto in altri studi, a dei risultati falsati o comunque sottostimati
0 soprastimati.

- aver eseguito I'esame sui pazienti in un solo controllo, senza averne
potuto seguire non solo gli esami biochimici nel tempo ma anche il follow-
up della patologia.

- utilizzo di 4 variabili come: troponina, BNP, serotonina e MMVD, ognuna

delle quali ha di per sé propri limiti o fattori predisponenti.
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BIOMARKER |FATTORI PREDISPONENTI E LIMITAZIONI

Razza, eta (anziani), sesso (maschi), taglia (medio-
MMVD piccola), geni.

TROPONINA |Patologie renali, eta (anziani), patologie cardiache diverse
dalla MMVD, allenamento intensivo.
Patologie renali, ipertensione polmonare o sistemica,

BNP malattie cardiache diverse dalla MMVD, somministrazione

di diuretici, prelievo e stoccaggio del campione, varabilita
biologica.

SEROTONINA |Razza, sesso (femmine), MMVD, patologie cardiache

diverse dalla MMVD.
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CAPITOLO VII: CONCLUSIONI

Nel nostro studio abbiamo potuto rilevare che: esiste una buona
correlazione tra le concentrazioni ottenute per la troponina con tecnica
FEIA-TB e Chem; non vi € una correlazione, statisticamente valida, tra la
metodica FEIAT-TB e IDEXX per il BNP; sia la troponina che il BNP sono
correlati al grado di endocardiosi; la concentrazione di troponina, BNP e
serotonina aumentano con il progredire dell’endocardiosi mitralica.

Una sfida molto importante sarebbe quella di determinare, non solo se
esiste una combinazione di marker ottimale per ciascuna delle circostanze
in esame, ma aggiungere a questi biomarcatori la serotonina per ampliare
il ventaglio delle possibili informazioni ottenute tramite i test di
laboratorio. Ci sono molti studi in medicina umana che hanno dimostrato
che l'utilizzo di pit markers risulta maggiormente fruttuosa rispetto a

246, 247 Questo & un lavoro preliminare, seppure su di una

singoli marcatori
casistica limitata, sullo studio dei biomarker cardiaci. La relazione da noi
ottenuta tra le concentrazioni di questi biomarker e il peggioramento della
MMVD dovra essere confermata da ulteriori studi, prima di poter affermare
che questi rappresentano un buon indice diagnostico e prognostico delle
patologie cardiache del cane al punto da poter infine essere introdotte

nella pratica clinica.
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