DISCUSSIONE I

Il criceto cardiomiopatico rappresenta un modello unico per lo studio
delle cardiomiopatie; sviluppa spontaneamente distrofia muscolare
poich¢ ¢ portatore di una mutazione a livello del promotore del gene
codificante il d-sarcoglicano. Questa mutazione da origine a due
differenti fenotipi cardiomiopatici, ipertrofico e dilatativo; cio indica che
la interazione di molteplici fattori, genetici e ambientali, pud determinare
una differente manifestazione clinica della patologia.

A fronte della comune mutazione che determina deficienza di o-
sarcoglicano, 1 criceti UMX7.1 sviluppano cardiomiopatia ipertrofica,
mentre 1 TO2 cardiomiopatia dilatativa.

I meccanismi patogenetici alla base della cardiomiopatia deriverebbero
dunque dalla mancanza di una componente importante del complesso del
sarcoglicano e anche dalla presenza di una mutazione a livello della
subunita III della citocromo ossidasi ¢ presente in diversi tessuti dei
criceti UMX7.1 ma non nei criceti TO2, com’¢ stato recentemente
evidenziato (Minieri et al. 2003); infatti ¢ stato proposto che la mutazione
mitocondriale potrebbe concorrere alla determinazione del fenotipo
ipertrofico nei criceti cardiomiopatici (Minieri et al. 2003).

La perturbazione dell’integrita del sarcolemma, determinata dalla
mancanza del o-sarcoglicano, suggerisce che lo stravolgimento dei
contatti cellula-cellula possa contribuire in maniera determinante al
danno miocardiaco; ¢ stato, infatti, osservato che a livello dei
cardiomiociti dei criceti cardiomiopatici la la mancanza di §-sarcoglicano
provoca una alterazione dei contatti cellula-cellula ed una
riorganizzazione dei sistemi giunzionali (Masuelli et al. 2003). Nei criceti
UMX7.1 ¢ stato rilevato un aumento di espressione di N-caderina e B-
catenina a livello dei dischi intercalari, rispetto ai cuori di criceti sani di

controllo. Nei criceti TO2, invece, I’espressione delle molecole risulta



essere moderata e paragonabile a quella dei cuori di controllo, senza
importanti variazioni. L’accumulo di N-caderina e -catenina a livello del
disco intercalare assume il significato di risposta compensatoria
all’indebolimento della adesione della cellula alla matrice extracellulare
in criceti privi di 6-sarcoglicano; in un contesto patologico caratterizzato
da un alto grado di disorganizzazione del miocardio, con miofibrille che
perdono il caratteristico orientamento ordinato dei cuori sani, con
alterazione dell’integrita del sarcolemma con distacco della membrana
basale e giunzioni cellulari con strutture alterate e ridondanti, I’aumento
di espressione di N-caderina e B-catenina a livello dei dischi intercalari
provoca un irrigidimento di membrana che si esplica infine in un
aumento della rigidita della parete miocardia e in una alterazione delle
funzioni diastoliche del ventricolo, caratteristici del fenotipo ipertrofico.
La segregazione di B-catenina a livello giunzionale implica, inoltre, una
importante alterazione di alcune vie del segnale; in condizioni
fisiologiche, 1 livelli di B-catenina vengono regolati dal pathway di Wnt:
in assenza del segnale di Wnt, B-catenina viene fosforilata, ubiquinata e
degradata a livello proteosomico (Kikuchi 2000); in presenza invece di
Wnt, la B-catenina viene stabilizzata a livello del citoplasma, quindi
trasloca nel nucleo dove interagisce con il fattore di trascrizione
LEF/TCF e determina la trascrizione dei geni target di Wnt (Kikuchi
2000).

L’accumulo di B-catenina a livello giunzionale che si realizza nei cuori di
criceti cardiomiopatici implica, invece, una diminuita concentrazione
della stessa a livello citoplasmatico e priva quindi il nucleo del segnale
normalmente trasdotto da Wnt. L’ attivazione di un differente programma
genico ¢ probabilmente determinante per ’acquisizione del fenotipo

ipertrofico (Masuelli et al. 2003).



Nei cuori di criceti TO2 non si registra un analogo aumento di N-
caderina e B-catenina a livello dei dischi intercalari e questo risultato
porta a considerare come, a partire dalla mutazione a livello del 6-
sarcoglicano, comune ad entrambi i criceti cardiomiopatici, si possano
alternativamente instaurare 1 fenotipi ipertrofico o dilatativo, e il
meccanismo patogenetico della cardiomiopatia sia dunque la risultante di
effetti diversi che comprendono, tra gli altri, anche quelli generati da
alterati pathways del segnale.

Un risultato estremamente interessante emerso dalla analisi condotta sui
cuori di criceti TO2 ¢ relativo allo studio dell’espressione di connessina
43: la molecola appare fortemente espressa non solo a livello dei dischi
intercalari, ma anche a livello della superficie laterale dei cardiomiociti.
Alterazioni della localizzazione di connessina 43 sono state riportate per
la prima volta in ventricoli di pazienti ischemici a livello dei
cardiomiociti confinanti la zona infartuata (Smith et al. 1991);
successivamente vari studi hanno messo in evidenza delocalizzazione di
connessina 43.

Nel ventricolo sano 1 cardiomiociti mostrano un’estesa organizzazione
delle strutture di giunzione, ed esibiscono un alto numero di giunzioni
comunicanti; in risposta alla richiesta fisiologica di un rafforzamento
delle giunzioni cellula-cellula, 1 cardiomiociti sono capaci di aumentare il
numero di molecole di connessina (Severs et al. 2006).

L’esistenza di un cosi esteso apparato di giunzione fra le cellule ¢
assolutamente critica per la funzionalita cardiaca, e deve essere
interpretata come un adattamento evoluzionistico, necessario appunto per
sostenere 1l processo di contrazione. Tuttavia, 1’alto grado di
accoppiamento che si realizza fra le cellule, comporta il rischio che in
caso di un eventuale danno al cuore, 1 mediatori chimici del danno

possano facilmente e rapidamente diffondere dalle aree affette ad aree



distanti, estendendo 1’area danneggiata. In alcune condizioni patologiche
si realizza un certo grado di disaccoppiamento tra le cellule cardiache,
tramite un rimodellamento delle giunzioni, ossia alterazione di
espressione o di organizzazione e distribuzione. Tale rimodellamento puo
quindi essere interpretato come un iniziale tentativo da parte delle cellule
di fronteggiare i1l danno; la natura adattativa di questa risposta ¢
chiaramente dimostrata dal fatto che, in seguito ad occlusione coronarica,
topi Cx43-deficienti sviluppano infarti del miocardio a livello del
ventricolo sinistro meno estesi rispetto a quelli mostrati da topi wild-type
sottoposti allo stesso trattamento (Lerner et al. 2000). Questa iniziale
risposta adattativa, pero, puo contribuire all’insorgenza di processi
patologici importanti che portano al malfunzionamento cardiaco e poi
alla morte (Severs et al. 2006). D’altra parte 1’orientamento corretto dei
cardiomiociti influenza la velocita di conduzione dell’impulso elettrico e
la conduzione parallela all’asse longitudinale della cellula ¢ piu rapida
rispetto a quella trasversale; questo effetto ¢ mediato in gran parte dalle
giunzioni comunicanti.

La dispersione di connessina 43 a livello della superficie laterale dei
cardiomiociti determina quindi un’alterazione delle proprieta meccaniche
ed elettriche del miocardio e crea un substrato morfologico per la
generazione ¢ la propagazione di aritmia (Rohr 2004).

In questo studio si ¢ voluto verificare se le alterazioni a carico delle
molecole coinvolte nell’organizzazione dei dischi intercalari osservate
nei modelli sperimentali di criceti cardiomiopatici, si manifestassero
anche in corso di cardiomiopatia umana, e a tal fine sono stati analizzati 1
cuori di quarantaquattro pazienti affetti da cardiomiopatie ipertrofiche e
dilatative e sono stati confrontati con 1 cuori di tre pazienti deceduti per

trauma cranico, candidati come donatori di trapianto.



Da questa analisi ¢ emerso che 1’espressione di N-caderina e -catenina
risulta aumentata in corso di cardiomiopatie dilatative secondarie e
ipertrofiche idiopatiche ed interessante si ¢ rivelata [’analisi
dell’espressione di connessina 43, che non mostra una variazione del
livello di espressione nelle cardiomiopatie analizzate, ma piuttosto una
delocalizzazione a livello della superficie laterale dei cardiomiociti nelle
cardiomiopatie dilatative analizzate.

La conseguenza di queste alterazioni potrebbe essere rappresentata da
profonde modificazioni nella anisotropia e potrebbe generare quindi
substrati aritmogenici. La presenza di giunzioni sulla superficie laterale
dei cardiomiociti, assente in soggetti sani, porta probabilmente ad una
diminuzione di anisotropia, causando I’apertura di connessioni elettriche
fra fibre adiacenti, e generando, quindi, disomogeneita nella
propagazione del potenziale d’azione (Saffitz et al. 2007).

Durante lo sviluppo embrionale dell’'uomo le giunzioni, inizialmente
disperse a livello della superficie laterale dei cardiomiociti, con una
distribuzione che ricorda quella vista in alcune cardiomiopatie, assumono
una distribuzione polarizzata, concentrata a livello dei dischi intercalari
(Coppen et al. 2003). Questo suggerisce I’importanza che la distribuzione
delle giunzioni ha per la normale -elettrofisiologia cardiaca e la
conduzione anisotropa.

L’analisi di tali processi potrebbe quindi rivelarsi utile per la
comprensione dei meccanismi che determinano I’instaurarsi di aritmie e
soprattutto per la individuazione di specifici target contro cui indirizzare
terapie finalizzate a prevenire la creazione di substrati anatomici di

aritmie in pazienti affetti da cardiomiopatie.



DISCUSSIONE II

Diversi studi hanno dimostrato che I’assunzione di acidi grassi poliinsaturi ®-
3 nella dieta ha importanti effetti benefici in pazienti affetti da patologie
cardiovascolari; diversi sono 1 meccanismi proposti per spiegare tali effetti e
tra questi ¢i sono meccanismi anti-aritmici e anti-inflammatori (Calder 2006).
La composizione delle membrane cellulari in acidi grassi poliinsaturi dipende
in gran parte dall’apporto alimentare. A causa dell’ aumentata presenza nella
alimentazione occidentale di acidi grassi del tipo ®-6, vengono prodotti in
grandi quantita 1 prodotti del metabolismo dell’acido arachidonico, come
prostaglandine, trombossani, leucotrieni, che contribuiscono all’insorgenza di
stati infiammatori e allergici e contribuiscono alla formazione di trombi e
ateromi (Simopoulos 2006).

Un alto rapporto ®-6/w-3 promuove dunque la patogenesi di disturbi
cardiovascolari, tumori, stati infiammatorie patologie autoimmuni
(Simopoulos 2006).

In uno studio recente condotto sul modello sperimentale di criceti
cardiomiopatici, sono stati analizzati gli effetti che una dieta arricchita in
ALA esercita sul sistema cardiovascolare; ¢ stato dimostrato che 1’assunzione
di ALA con la dieta esercita un generale effetto cardioprotettivo in criceti con
un forte ed esteso danno miocardico; criceti cardiomiopatici nutriti con dieta
standard morivano per collasso cardiaco intorno al quinto mese di vita,
quando piu del 60% di criceti cardiomiopatici nutriti con dieta arricchita in
ALA risultavano ancora vivi ed esibivano uno stato complessivo di buona
salute (Fiaccavento et al. 2006). Il prolungamento di longevita ¢ da ascriversi
all’effetto che la dieta arricchita in ALA ha sia sulla composizione delle
membrane cellulari, sia sul signalling intracellulare.

L’aumentata concentrazione di ALA nel miocardio potrebbe garantire il

mantenimento della fluidita di membrana a livelli fisiologici e assicurare una



maggiore protezione della sua integrita strutturale e funzionale, contro danni
indotti da stress di varia natura (Fiaccavento et al. 2006). Infatti, in seguito ad
assunzione di ALA, la maggior parte delle proteine transmembrana
esibiscono livelli di espressione entro intervalli fisiologici, conservano la
normale localizzazione e il signalling intracellulare e 1’espressione genica
risultano preservati.

Dunque gli effetti anti-aritmici e anti-infiammatori degli acidi grassi ®-3
possono essere attribuiti alla loro capacita di preservare il fisiologico
signalling intracellulare; la delucidazione dei meccanismi responsabili di
questo effetto cardioprotettivo permetterebbe di definirne il potenziale uso
clinico.

In uno studio precedente ¢ stato rilevato un accumulo importante del
complesso caderina-catenina a livello dei dischi intercalari di criceti
cardiomiopatici del tipo CMPH/PT (Masuelli et al. 2003). Il complesso
caderina-catenina ¢ estremamente importante sia nel garantire 1’adesione
cellulare, sia nella interazione con la via di segnalazione di Wnt, grazie al
quale garantisce il trasferimento al nucleo di segnali importanti per
I’attivazione di fattori di trascrizione, come LES/TCF, e quindi la
trascrizione di geni da questi controllati. La riorganizzazione del complesso
rinvenuta in criceti cardiomiopatici contribuisce al danno miocardiaco poiché
I’accumulo di B-catenina a livello dei dischi intercalari determina un
abbassamento dei livelli di B-catenina nel nucleo; questo priva il nucleo di
segnali fisiologicamente trasdotti e probabilmente attiva un programma
genico che contribuisce al mantenimento del fenotipo ipertrofico.

In questo studio ¢ stato dimostrato che ’anormale accumulo del sistema
caderina-catenina pud essere prevenuto con una dieta arricchita in ALA.
Infatti 1’analisi immunoistochimica, supportata dall’analisi mediante western
blot, condotta su ventricoli di criceti cardiomiopatici nutriti con questo tipo di

dieta, ha mostrato una notevole diminuzione dei livelli di espressione di N-



caderina e B-catenina a livello dei dischi intercalari, fino al raggiungimento di
valori molto simili a quelli presenti in criceti controllo, nutriti con dieta
standard. Inoltre I’analisi ultrastrutturale ha mostrato un ripristino almeno
parziale della organizzazione generale del tessuto miocardico, con una
organizzazione delle fibre molto simile a quella tipica del tessuto normale.
Dunque, I’incremento di ALA nella composizione lipidica di membrana
sembra poter controbilanciare gli effetti che la mutazione a livello del &-
sarcoglicano ha sulla integritd di membrana e sembra garantire il normale
signalling intracellulare.

Tuttavia la dieta arricchita in ALA non determina un recupero totale della
struttura e della funzione cellulari; infatti 1 livelli di connessina 43, principale
componente delle giunzioni comunicanti, ridotti nei cuori di criceti
cardiomiopatici, non raggiungono valori normali in seguito alla assunzione di
ALA. Inoltre connessina 43 appare delocalizzata a livello della membrana
laterale dei cardiomiociti.

La alterata organizzazione delle giunzioni comunicanti e ridotti livelli di
espressione della connessina, sono associati ad un aumentato rischio di
insorgenza di aritmie, alla perturbazione dell’accoppiamento tra cardiomiociti
e ad una diminuzione della velocita di conduzione e sono caratteristici di
diverse patologie cardiovascolari (Severs et al. 2004; J et al. 2005).
Probabilmente la localizzazione laterale di connessina 43 vista in criceti
nutriti con dieta arricchita di ALA, rappresenta una strategia adottata per
favorire la progressione dello stimolo elettrico, e quindi del processo di
contrazione, nel contesto di un miocardio danneggiato e quindi, in ultimo,
una strategia volta a contrastare fenomeni di depolarizzazione locale e aritmie
potenzialmente attivi.

Questo studio dimostra I’importante effetto cardioprotettivo esercitato da
una dieta arricchita di ALA sulla struttura e composizione molecolare dei

dischi intercalari a livello dei cardiomiociti e sostiene 1I’importanza del



ruolo degli acidi grassi -3 nella prevenzione di aritmie in patologie

cardiovascolari.
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