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Biochimica dei markers di funzione cardiaca
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| peptidi natriuretici sono ormoni vaso-attivi che inter-
vengono nella regolazione della diuresi e della natriure-
si ed esercitano un’azione antagonista degli effetti va-
socostrittori del sistema renina-angiotensina-aldostero-
ne. Le varie famiglie di peptidi natriuretici presentano
tutte la stessa conformazione strutturale, una catena
peptidica chiusa da un ponte cisteinico, la cui sequenza
aminoacidica € molto conservata, anche tra le diverse
specie animali. E proprio questa porzione della mole-
cola (anello) che si lega ai recettori specifici (NPR-A,
NPR-B e NPR-C), mentre le residue porzioni delle ca-
tene peptidiche si differenziano notevolmente tra le va-
rie famiglie di peptidi ormonali sia per la lunghezza che
per la tipologia di aminoacidi contenuti.

La clearance di questi ormoni segue due vie principali:
una degradazione enzimatica ad opera di un’endopepti-
dasi oppure un processo di endocitosi, ad opera del re-
cettore di tipo C, seguita dalla lisi da parte degli enzimi
lisosomiali.

| peptidi natriuretici svolgono un ruolo fondamentale
nella regolazione dell’omeostasi cardiovascolare che,
attraverso azioni complementari delle varie famiglie di
peptidi, intervengono nella regolazione del tono della
muscolatura liscia dei vasi, nel bilancio elettrolitico e
sulla morfologia del miocardio.

Gli studi che recentemente hanno portato alla scoperta
delle funzioni secretorie dei miocardiociti hanno rivolu-
zionato le conoscenze di fisiopatologia cardiaca e la
determinazione degli ormoni cardiaci é stata proposta
come un valido strumento nella diagnosi e nella valuta-
zione prognostica dello scompenso cardiaco.

Summary

Natriuretic peptides are vaso-active hormones that play
important roles in diuresis and natriuresis regulation and to
counter-balance the effects of vasoconstrictor neurohormones
released by renin-angiotensin-aldosteron system. All natriuretic
peptides have a characteristic peptidic ring structure formed
by an intra molecular disulfide bridge between two cysteine
residues, its amino-acidic sequence is well conserved through
different species, this part of the molecule (ring) is the ligand
for specific cell surface receptors (NPR-A, NPR-B and NPR-
C). The amino and carboxyl terminal tails varies between the
different peptides both for length and amino-acid residue
content. Natriuretic peptides clearance involves two main
pathways: enzymatic degradation by neutral endopeptidase
or a receptor-mediated endocytosis followed by lysosomal
degradation via the natriuretic peptide receptor type C.
Natriuretic peptides play important roles in the cardiovascular
homeostasis regulation and the combined complementary
actions of different peptides regulate vascular smooth muscle
tone, electrolyte balance and cardiac morphology. Natriuretic
peptides plasma concentration is proposed as a valid tool in
diagnosis and prognostic evaluation of chronic heart failure
since recent studies demonstrated myocardiocyte secretory
function and cardiac physiopathology knowledge were
changed.
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Introduzione

Gia dagli anni cinquanta erano stati descritti dei granuli di se-
crezione nelle cellule atriali dei mammiferi'2 e successivamen-
te altri autori® hanno dimostrato che la presenza di questi gra-
nuli pud essere modificata dal bilancio elettrolitico. Nel 1981
de Bold e collaboratori* hanno osservato che I'infusione di
estratti di tessuto atriale nei ratti provoca una rapida e consi-
stente diuresi e natriuresi.

Dopo questa importante dimostrazione sono stati svolti nu-
merosi studi che hanno portato rapidamente all'isolamento, la
purificazione e l'identificazione di una famiglia di peptidi, de-
nominata Atrial Natriuretic Peptides (ANP), mediatori dell'azione
natriuretica e vasorilassante. Piu recentemente é stato dimo-
strato che non solo il tessuto atriale ma anche i cadiomiociti
ventricolari sono in grado di produrre dei peptidi con attivita
natriuretica: il Brain Natriuretic Peptide (BNP) che prende que-
sto nome in quanto inizialmente € stato isolato dal tessuto
cerebrale di suino®.

Altri peptidi appartenenti a questa famiglia sono stati descritti
in seguito: il C-type Natriuretic Peptide (CNP), I'urodilatina ed il
Dendroaspis Natriuretic Peptide (DNP)!. Il CNP & prodotto e
secreto prevalentemente dalle cellule endoteliali ed a livello
del sistema nervoso centrale; 'urodilatina é sintetizzata e secreta
a livello del rene e si trova solo nelle urine; il DNP ¢ stato
isolato da veleno di rettile ma non é stata ancora chiarita la sua
origine e la sua funzione fisiopatologica.

Nell’'ultimo decennio é stato evidenziato il ruolo dei peptidi
natriuretici che vengono attivati e secreti in circolo nei pazienti
con insufficienza cardiaca.

La funzione del miocardio deve essere quindi rivista conside-
rando anche le interazioni con altri organi ed apparati attra-
verso la trasmissione di segnali di tipo ormonale, paracrino e
autocrino®®.

Struttura chimica

La struttura chimica di tutti i peptidi natriuretici é caratterizza-
ta da un anello, formato da 17 residui aminoacidici, chiuso da
un ponte disolfuro intramolecolare tra due residui di cistina®?.
La lunghezza delle estremita amino- e carbossi- terminali va-
riano tra le differenti classi di peptidi: ANP 28 aminoacidi,
BNP 32, CNP 22 (0 53) e DNP 38%, Tutte le forme esistono
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Figura 1. Sequenza aminoacidica e conformazione dei peptidi
natriuretici. Gli aminoacidi pit scuri rappresentano la sequenza
conservata nei vari iso-ormoni
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Figura 2A. Sintesi e secrezione dell’ANP. Da un precursore pre-
proANP viene eliminata una sequenza segnale di 25 aminoacidi
e la molecola di proANP che ne deriva si accumula in granuli di
secrezione. In conseguenza alla stimolazione la molecola di
proANP é scissa in un frammento carbossi-terminale (ANP,
molecola attiva) ed una porzione aminoterminale (Nt-proANP)
che successivamente viene ulteriormente degradata

sotto forma di un pre-ormone di peso molecolare relativa-
mente elevato che viene scisso prima di essere immesso in
circolo™*,

La struttura proteica dei peptidi natriuretici € molto ben con-
servata nel corso dell’evoluzione, soprattutto la porzione al-
I'interno dell’anello cisteinico presenta in tutti gli iso-ormoni
un’omologia di sequenza di 11 aminoacidi su 17; solo nel DNP
I’'omologia riguarda 10 aminoacidi su 17 (Figura 1). La strut-
tura ad anello risulta fondamentale nel mantenimento della
funzione biologica e tale attivita e piu sensibile a modificazioni
a carico dell’estremita amino-terminale rispetto a quelle del-
I'estremita carbossi-terminale della molecolas?’.

| peptidi natriuretici potrebbero derivare tutti da un gene co-
mune ancestrale, che era molto pit simile al CNP che al’ANP
ed al BNP. 1l fatto che i peptidi natriuretici siano stati conser-
vati nel corso dell’evoluzione e che il gene codificante si sia
duplicato piu volte, generando una famiglia di iso-ormoni
correlati dal punto di vista conformazionale, indica che essi
sono necessari per la vita ed anche che possano svolgere (od
abbiano svolto) differenti funzioni'®®, E stata dimostrata la
presenza di alcuni peptidi natriuretici non solo negli organismi
eucarioti sia del regno animale che vegetale, ma anche in alcu-
ni organismi unicellulari®’.

Per quanto riguarda il genoma umano e del topo, & conosciu-
ta la localizzazione dei geni che codificano i precursori
del’ANP e del BNP (cromosoma 1) e del CNP (cromoso-
ma 2)%, mentre non & ancora stato clonato il gene che codifi-
ca il precursore del DNPZ,

Dalla trascrizione del gene codificante I'’ANP origina una
molecola di RNA messaggero della dimensione di 1 chilobasi,
Su cui viene sintetizzato un peptide precursore (pro-ANP)
costituito da 126 aminoacidi. Nell'uomo il pro-peptide subi-
sce una scissione proteolitica in due frammenti: uno, amino-
terminale, di 98 aminoacidi ed un frammento carbossi-ter-
minale di 28 aminoacidi che rappresenta la molecola
biologicamente attiva®>? (Figura 2A).
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Figura 2B. Sintesi e secrezione del BNP. Da un precursore pre-
proBNP viene eliminata una sequenza segnale di 26 aminoacidi.
In conseguenza alla stimolazione la molecola di proBNP & scissa
in un frammento carbossi-terminale (BNP, molecola attiva) ed
una porzione aminoterminale (Nt-proBNP)

Il BNP é immagazzinato come pro-ormone con una catena

di 108 aminoacidi (pro-BNP) che al momento del rilascio é
scisso enzimaticamente in un frammento inattivo amino-ter-
minale di 76 aminoacidi e nella forma attiva, peptide carbossi-
terminale, di 32 aminoacidi (Figura 2B)°.
Sia ’ANP che il BNP sono sintetizzati prevalentemente a li-
vello dei cardiomiociti, il primo in prevalenza a livello degli
atrii ed il secondo a livello dei ventricoli; questa caratteristica
permette di attribuire ai livelli di concentrazione plasmatici di
questi parametri una significativa cardiospecificita.
Il CNP ¢ espresso prevalentemente a livello del sistema ner-
voso centrale e del tessuto vascolare, risulta praticamente non
espresso nel tessuto cardiaco®. 1l pro-CNP ¢ costituito da
126 residui aminoacidici e puo dare origine a due differenti
peptidi con attivita biologica rispettivamente di 22 e 53
aminoacidi. La forma costituita da 53 aminoacidi tuttavia ri-
sulta molto poco diffusa e, dove espressa, € molto limitata
dal punto di vista quantitativo e dimostra una inferiore attivita
biologica.
A differenza dell’ANP e del BNP, che hanno una funzione di
tipo endocrino, il CNP potrebbe avere essenzialmente una
funzione di neurotrasmettitore del sistema paracrino®?.
Il DNP, isolato recentemente da veleno di rettile””, non é an-
cora stato definitivamente classificato nella famiglia dei peptidi
natriuretici cardiaci dei mammiferi, o perlomeno dei peptidi
endogeni della specie umana, anche se dimostra delle notevoli
similitudini strutturali con ANP e BNP ed affinita per gli stessi
recettori™.
L’urodilatina € costituita da una molecola di ANP alla cui estre-
mita amino-terminale sono aggiunti quattro aminoacidi e, sia
I’ANP che 'urodilatina, derivano dallo stesso precursore co-
stituito da 126 aminoacidi. Questo peptide é sintetizzato nelle
cellule tubulari del rene e viene secreto direttamente nel lume,
infatti I'urodilatina é riscontrabile solo nelle urine e non risulta
presente in circolo®,

Regolazione della produzione e secrezione
dei peptidi natriuretici
| peptidi ANP e BNP sono entrambi sintetizzati e secreti sia a
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livello dell’atrio che del ventricolo anche se in modo
quantitativo differente: ’ANP prevale a livello dell’atrio men-
tre il BNP nel ventricolo. Considerando la differenza di mas-
sa tra atrio e ventricolo é facilmente comprensibile la ragione
per cui, in risposta ad uno stimolo, la quantita di molecole di
BNP immesse in circolo € molto superiore a quelle di ANP82,
Nella secrezione di ANP e BNP ¢ stata riscontrata una diffe-
renza sostanziale in quanto per I'’ANP la secrezione sembra
essere collegata al rilascio del pro-ormone da granuli di accu-
mulo, evidenziabili con la microscopia elettronica a livello dei
miocardiociti atriali, mentre per il BNP la regolazione sembra
localizzata a livello dell’espressione genica®.

Il principale stimolo che provoca la secrezione dei peptidi
natriuretici ¢ la distensione delle pareti, quindi situazioni in cui
vi & un aumento del ritorno venoso, per esempio I'attivita
fisica o le variazioni di postura che determinano un incremen-
to del volume striale, determinano una secrezione prevalente
di ANP. Al contrario, I'ipertrofia e la fibrosi, che provocano
uno stiramento delle pareti ventricolari, stimolano la sintesi e
la secrezione del BNP3-%,

Sia il sistema neuro-ormonale che il sistema immunitario in-
tervengono, attraverso un complesso meccanismo di
interazioni, nella regolazione della sintesi e rilascio dei peptidi
natriuretici. | principali fattori (Tabella I) che agiscono sul si-
stema dei peptidi natriuretici cardiaci come stimolatori sono:
la noradrenalina, I'endotelina, I'angiotensina 11, i glucorticoidi,
gli estrogeni, gli ormoni tiroidei, alcuni fattori di crescita, ed
anche alcune citochine (come il a Tumor Necrosis Factor,
I'interleuchina 1 e I'interleuchina 6)6293¢43,

D’altra parte il sistema dei peptidi natriuretici cardiaci svolge
un’azione inibitrice sul sistema neuroendocrino ed immunitario.
Molti autori hanno dimostrato che il sistema dei peptidi
natriuretici cardiaci, oltre a svolgere una potente azione diuretica,
natriuretica, vasodilatatrice e controregolatrice nei confronti
del sistema neuro-ormonale, possiede anche un’azione che
contrasta i fenomeni del rimodellamento ventricolare e
vascolare, compresa la ri-stenosi post-angioplastica. L'azione
dei peptidi natriuretici cardiaci si contrappone alla disfunzio-
ne endoteliale a livello del microcircolo, infatti I'endotelio pro-
duce il CNP che svolge soprattutto un’azione paracrina a li-
vello vasale+2,

Nella Figura 3 é riassunto il sistema di relazioni che intercor-
rono tra il sistema neuro-endocrino ed i peptidi natriuretici
che quindi hanno un ruolo fondamentale non solo nel regola-
re 'omeostasi cardiovascolare (ANP e BNP) ma, associati
all'azione paracrina del CNP e dell’'urodilatina, concorrono

Tabella I. Sostanze che inducono sintesi e/o secrezione dei
peptidi natriuretici

Angiotensina Il

Endoteline

Simpaticomimetici (alfa-adrenergici)
Citochine (IL-1, IL-6, TNF)

Fattori di crescita e/o della coagulazione
Insulina

Ormoni tiroidei

Corticosteroidi

Estrogeni




RIMeL / 1JLaM 2005; 1

Slssamn
S mnunokgico
w e s
SiElamE nifvesD & = o N
cETirale frilaraa wlesess “' = -
i rec il +

Siriema J'-'F'{'I:ll-
"

_ T
"'\' ‘/
AHP
ENP
A /f+/ Ni

Srejlawun e

[ Suirene

Arg L TETIFE

o w4
e -

.
yassalare -
rpddatieg

da A. Clerico v

Figura 3. Interazione tra sistema neuro-endocrino e peptidi
natriuretici

nella regolazione del tono della muscolatura liscia dei vasi, del
bilancio elettrolitico e della morfologia del miocardio.

Meccanismo d’'azione dei peptidi natriuretici
L'attivita biologica dei peptidi natriuretici € mediata da speci-
fici recettori di membrana: NPR-A e NPR-B che sono attiva-
ti selettivamente da ANP e BNP il primo e dal CNP il secon-
do®%, | recettori di tipo A e B hanno una struttura molto
simile, si riscontra circa il 44% di omologia nel dominio di
legame extracellulare®®%’, entrambi sono presenti nelle cellule
renali e del surrene ma il recettore di tipo A si riscontra preva-
lentemente nei grossi vasi mentre il recettore di tipo B € piu
diffuso a livello del sistema nervoso centrale!®**, Le funzioni
biologiche innescate da questi recettori sono mediate da un
sistema di trasmissione del segnale a cascata che coinvolge
molecole di guanil-monofosfato ciclico (cGMP)* (Figura 4).
Entrambi i recettori, in seguito al legame con i peptidi
natriuretici con il loro dominio extracellulare, sono rapida-
mente inattivati attraverso un processo di defosforilazione®.
Il recettore di tipo C non presenta attivita legata alla guanil
ciclasi ma, nel suo dominio citoplasmatico di 37 aminoacidi,
contiene una sequenza di attivazione della proteina G%. Sono
i recettori di peptidi natriuretici maggiormente diffusi e sono
presenti in molti tessuti tra cui I'endotelio vascolare, la
muscolatura liscia, il cuore, il surrene ed il rene.

Quando ANP, BNIP e CNP si legano a questo recettore sono
internalizzati e degradati enzimaticamente, quindi il recettore
torna sulla superficie cellulare®®. Oltre a questo meccanismo la
rimozione dei peptidi natriuretici dal circolo € ottenuta trami-
te una degradazione enzimatica ad opera di una endopeptidasi
neutra (una zinco metallo peptidasi) che é molto diffusa sulla
membrana delle cellule di molti tessuti*?.

Azioni dei peptidi natriuretici

Poiché agiscono tramite gli stessi recettori, ANP e BNP pro-
ducono effetti biologici simili: provocano natriuresi, diuresi,
vasodilatazione, inibizione della sintesi dell’aldosterone ed han-
no un effetto anti-mitogenico sulle cellule dell’endotelio e del-
la muscolatura liscia.

L'effetto ipotensivo di questi peptidi & dovuta anche ad un’azio-
ne a livello centrale dove inibiscono la secrezione di ADH e
ACTH ed hanno un effetto simpatolitico®*,
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L'azione del CNP sui vasi differisce da quella di ANP e BNP,
oltre per la differente distribuzione dei recettori di tipo B ri-
spetto a quelli di tipo A, anche perché agisce come mediatore
paracrino e non & presente in circolo: il suo effetto é prevalen-
temente miorilassante e anti-mitogenico, non ha un effetto
rilevante sull’escrezione di sali ed acqua®® 624,

| peptidi natriuretici svolgono un’importante azione
cardioprotettiva intervenendo nel controllo della crescita del-
le cellule endoteliali e della muscolatura liscia dei vasi, quindi
hanno un ruolo rilevante nel moderare la mitogenesi fisiologi-
camente e limitare I'ipertrofia ed il rimodellamento del
miocardio negli stati di ipertensione cronica®®.

La concentrazione dei peptidi natriuretici aumenta costante-
mente con I'eta, in modo particolare dopo i 50 anni sia nelle
donne che negli uomini. Questa tendenza all'aumento potrebbe
rispecchiare un adattamento conseguente alle modifiche che
si riscontrano, anche in soggetti non portatori di patologie,
nel muscolo cardiaco e nell’emodinamica cardiovascolare con
I'aumentare dell’eta®.

Conclusioni

La sintesi e la secrezione dei peptidi cardiaci sono stimolate
sia da fattori emodinamici che da meccanismi neuro-ormonali.
La valutazione della concentrazione delle molecole ad azione
ormonale ed i relativi pro-ormoni pud essere di notevole
utilita nella valutazione clinica della funzione cardiaca®®"™: I’ANP
riflette maggiormente le patologiche cardiache che inducono
lo stiramento della parete striale, mentre il BNP, o il peptide
NT-proBNP, evidenzia le alterazioni delle pareti ventricolari™.
| peptidi natriuretici possono essere quindi considerati degli
indicatori della funzionalita cardiaca e possono contribuire nella
formulazione della diagnosi ma anche nella valutazione del-
I'efficacia dei trattamenti terapeutici.
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