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NT-pro BNP e angina instabile
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Riassunto Summary

Premesse: | peptidi natriuretici e, piu recentemente,
il frammento N-terminale della proforma di Brain
Natriuretic Peptide (NT-proBNP) hanno suscitato
grande interesse sia nel monitoraggio dell’insufficien-
za cardiaca che nella stratificazione del rischio nella
patologia coronarica acuta. Peraltro, a fronte della
consistenza di questi studi, la conoscenza dei mec-
canismi di sintesi, rilascio, regolazione dei peptidi
natriuretici € ancora relativamente incompleta. Ol-
tre alla necrosi miocardica anche lo stato infiamma-
torio é stato indicato quale possibile fattore inducen-
te il loro incremento.

Metodi: Allo scopo di chiarire I'importanza di questi
due fattori, su una casistica di 58 pazienti con angina
instabile, sono stati determinati all’ingresso in unita
coronarica, oltre a NT-proBNP, anche Troponina T,
PCR e le citochine IL1b, IL6, IL10, IL18, IL1Ra.
Risultati: NT-proBNP evidenzia correlazione posi-
tiva con le citochine pro inflammatorie IL6e IL18 e
negativa con IL1b e IL10. In presenza di necrosi, le
mediane di NT-proBNP e di IL6 presentano signi-
ficativo incremento, quelle di IL10 diminuzione.
L’estensione della coronaropatia valutata in base a
interessamento mono/plurivasale appare caratteriz-
zata dall’aumento di NT-proBNP in presenza di ri-
dotte concentrazioni di IL1b.

Conclusioni: Nell’angina instabile NT-proBNP rap-
presenta un’efficace indicatore globale del danno ar-
recato dall’evento ischemico proprio in funzione dei
multipli meccanismi di attivazione coinvolti. NT-
proBNP e citochine evidenziano rapporti dinamici e
diversificati, suggerendo che i peptidi natriuretici
svolgano anche un ruolo immunomodulante in ag-
giunta ai piu noti effetti cardiovascolari.

Nt-pro BNP in unstable coronary artery disease.
Introduction. The natriuretic peptides and, more recently, the
N-terminal fragment of Brain Natriuretic Peptide (NT-
proBNP) caused great interest both in monitoring cardiac
insufficiency and in the risk stratification in acute coronary
disease. Anyway, the knowledge of the mechanism of
natriuretic peptides synthesis, release and regulation is still
incomplete. Besides myocardial necrosis any inflammatory
state may be considered a possible factor inducing their
increase.

Materials and methods. In order to pointout the importance
of these two factors, besides NT-proBNP, Troponin T,
PCR and cytokines (IL1b, IL6, 1L10, IL18, IL1Ra) were
tested in 58 patients with unstable angina when entering
the coronary unit.

Results. NT-proBNP reveals a positive correlation with
proinflammatory cytokines IL6 and IL18 and a negative
one with IL1b and IL10. In case of necrosis NT-proBNP
and I1L6 medians reveal a significant increase; on the contrary
IL10 medians reveal a decrease. The severity of the
coronary disease valued according to the mono/plurivessel
affection is characterised by an increase of NT-proBNP
with a reduced concentration of I1L1b.

Conclusions. In unstable angina NT-proBNP represents an
efficacious global marker of the damage caused by ischemia
because of the several activation mechanisms involved. NT-
proBNP and cytokines reveal a dynamic and different
relations, showing that natriuretic peptides have a
immunomodulant role in addition to the better known
cardiovascular effects.

Keywords: Natriuretic peptides, NT-pro BNP, unstable an-
gina, cytokines, C-reactive protein.

Introduzione

| peptidi natriuretici e, pit recentemente, il frammento N-
terminale della proforma di Brain Natriuretic Peptide (NT-
proBNP) hanno suscitato grande interesse sia nel monito-
raggio dell'insufficienza cardiaca'che nella stratificazione
del rischio nella patologia coronarica acuta? quali marcato-
ri di stress emodinamico; il loro effetto su diuresi e natriu-
resi rappresenta un meccanismo “compensatorio” della

noxa che ha interessato le cellule miocardiche e sintesi/
rilascio da parte dei miociti sono strettamente correlati
alla distensione della parete®e alla disfunzione ventricolare
valutata mediante frazione di eiezione del ventricolo sini-
stro in ecocardiografia*

Nella patologia coronarica acuta la cinetica di incremento
e rapida con un picco circa a 24 ore dall’evento; pazienti
con infarti di grosse dimensioni possono avere un secon-
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do picco tardivo circa 5 giorni dopo, ascritto a fenomeni
di rimodellamento*5®. Numerosi trials clinici ne sottoline-
ano il significato prognostico a breve e lungo termine in-
dipendentemente dal momento di osservazione/misura-
zione’; peraltro, a fronte della consistenza di questi studi, la
conoscenza dei meccanismi di sintesi, rilascio, regolazione
dei peptidi natriuretici & ancora relativamente incompleta®.
Oltre alla necrosi miocardica anche lo stato infiammato-
rio® e stato indicato quale possibile fattore inducente il loro
incremento; le concentrazioni tessutali sono descritte au-
mentate non solo nella zona infartuata ma anche nel tessu-
to miocardico circostante'” e I'ischemia di per sé, anche in
assenza di necrosi, € in grado di attivare la risposta neuro-
ormonale™.

Allo scopo di chiarire 'importanza di questi fattori NT-
proBNP, Troponina T (c-TnT), Proteina C Reattiva (PCR)
e le citochine maggiormente studiate nella letteratura
cardiologica sono state valutate nei loro reciproci rapporti
su una casistica di pazienti con angina instabile. Tale condi-
zione clinica é stata selezionata come specifico oggetto di
studio in quanto la stratificazione del rischio di questi pa-
zienti all’ingresso € particolarmente auspicata dalla
cardiologia interventistica’?. Allo scopo di favorire la lettu-
ra dei risultati i principali effetti biologici e le interrelazioni

tra le citochine esaminate sono riassunti nelle Tabelle I e 11
13,1415

Materiali e Metodi

Casistica

In 58 pazienti con angina instabile (Braunwald classe 111 B)
e stato eseguito all'ingresso in unita coronarica (entro 8
ore) un campionamento di siero con aliquotazione e
congelamento a — 20°C fino alla determinazione analitica.
L'iter diagnostico-valutativo e terapeutico di questi pazienti
non ¢ differente da quello standard; sono esclusi dal pro-
tocollo pazienti con angina post infartuale precoce,
angioplastica coronarica eseguita entro i 3 mesi precedenti,
interventi chirurgici nel mese precedente al ricovero, gravi
malattie concomitanti, in trattamento con farmaci steroidei
o0 portatori di malattie infiammatorie croniche.

Metodi

Per tutti i pazienti sono stati determinati i seguenti parame-
tri: ¢-TnT, NT-proBNP, PCR ultrasensibile e le citochine
IL1b, IL6, IL10, IL18, IL1Ra. Le determinazioni di c-TnT
e NT-proBNP sono state effettuate con tecnica ECLIA

Tab. I: Principali caratteristiche delle citochine esaminate.
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su analizzatore Elecsys 2010, Roche Diagnostics
(Mannheim, Germania), PCR mediante nefelometria su
strumentazione BN 11, Dade Behring (Marburg, Germa-
nia) e le diverse citochine mediante tecnica ELISA
(Biosource International, Camarillo, CA, USA e Amersham
Biosciences, Uppsala, Svezia). La sensibilita analitica delle
singole determinazioni € 5 pg/mL per NT-proBNP, 0.01
ng/mL per c-TnT, 0.175 mg/L per PCR, 0.1 pg/mL per
IL1b e IL6, 0.2 pg/mL per IL10, 2 pg/mL per IL18 e 4
pg/mL per IL1Ra. I CV nella serie sono < 5% per tutti gli
analiti tranne IL6 (< 6.4%), e i CV tra le serie < 5% per c-
TNT, NT-proBNP e PCR e <10% per le citochine esami-
nate.

Analisi statistica

Le correlazioni tra i parametri sono state valutate median-
te modello di regressione lineare non parametrico di Passing
e Bablok; per il confronto tra mediane € stato utilizzato il
test di Wilcoxon per campioni indipendenti. Sono state
considerate significative le differenze con probabilita p <
0.05.

Risultati

Nessuno dei parametri esaminati raggiunge una correla-
zione significativa alla regressione lineare. NT-proBNP
evidenzia correlazione positiva con le citochine pro infiam-
matorie IL6 e IL18 e negativa con IL1b e IL10. Tra le
citochine esaminate, IL1b/1L10 e IL18/IL1Ra sono
correlate positivamente mentre IL1b/1L6, 1L6/1L10,
IL10/1L1Ra negativamente tra di loro (Tabella I): in en-
trambe le valutazioni IL1b e IL10 mostrano un compor-
tamento inatteso sia nei confronti dell’attivazione neuro-
ormonale che nell'ambito del network citochinico.

| rapporti dei parametri esaminati con la necrosi indotta
dall’ischemia sono stati valutati utilizzando come soglia la
concentrazione di 0.01 ng/mL di ¢c-TnT: le mediane di
NT-proBNP, di IL6 e di IL10 sono significativamente dif-
ferenti (p< 0.001) nei due gruppi con incremento dei pri-
mi due parametri e diminuzione di IL10 come illustrato
nella Figura 1.

Analoga valutazione € stata eseguita suddividendo i pa-
zienti in base a PCR < 0 > 3 mg/L'"%8 cut-off larga-
mente utilizzato in ambito cardiologico, ma in questo caso
solo le mediane di IL6 evidenziano una differenza signifi-
cativa (p = 0.029).

Quindi, mentre sia ischemia che risposta infiammatoria

CITOCHINA Induzione Sinergismo Inibizione su Effetto dose dipendente

IL1b Vari stimoli (endotossine,C3a, C5a, TNF, IL6/IL18 - ad alte dosi induzione
trombina, fattori piastrinici) proteine della fase acuta

IL1Ra IL1b - IL1b -

IL6 IL1b IL1b/IL18 - ad alte dosi down regolazione

diTNFelL1lb
IL10 Differente a seconda cellule d’origine - IL1b ad alte dosi possibile viraggio
(per monociti TNF, per linfociti T IL12/IL6) ad azione proinflammatoria
IL18 IL6 IL1b/IL6 - -
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Tab. II: Principali effetti biologici delle citochine esaminate. NO
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= 0ssido nitrico

(insieme a TNF/IL1b)

CITOCHINA Azione su stato Produzione NO Induzione Effetto biologico
infammatorio proteine fase acuta
IL1b Pro Induzione Si (solo alcune) induzione citochine Thl
IL1Ra Anti no - soppressione citochine
Th1l antagonista recettore IL1b

IL6 Pro Induzione modesta Tutte (anche PCR) induzione citochine Thl
IL10 Anti Riduzione - soppressione citochine Thl
IL18 Pro Induzione Si (no PCR) costimolazione citochine Thl

(attraverso 1L12)

sistemica sono in rapporto a incrementi di IL6, la necrosi
appare il principale stimolo alla produzione di peptidi
natriuretici.

Il comportamento di NT-proBNP e stato ulteriormente
studiato in rapporto ai quartili di citochine: le mediane di
NT-proBNP relative a 1° e 4° quartile di IL1b e IL6 sono
significativamente differenti (p< 0.01) pur presentando
opposto andamento come illustrato in Figura 2: le con-
centrazioni piu elevate di NT-proBNP si accompagnano
ad elevate concentrazioni di IL6 senza concomitante in-
cremento di IL1b.

| parametri oggetto di studio sono stati esaminati anche in
funzione dell’interessamento coronarico: suddividendo i
pazienti in 2 gruppi in base al riscontro (da coronarografia)
di interessamento mono o plurivasale solo le mediane di
NT-proBNP (p = 0.003) e di IL1b (p= 0.039) sono stati-
sticamente differenti (Figura 3). Anche l'estensione della
coronaropatia appare quindi caratterizzata dall’'aumento di
NT-proBNP in presenza di ridotte concentrazione di IL1b.

Discussione

Esaminando i risultati ottenuti in base a diverse variabili
(necrosi, entita dell'interessamento coronarico, rapporti con
le citochine), 'andamento di NT-proBNP appare in rela-
zione ad aumento di IL6/1L18 e a diminuzione di IL1b/
IL10 a conferma che la predominanza Th1 gioca un ruolo
nell'angina instabile®.

In condizioni cliniche diverse quali ad esempio lo shock
settico® NT-proBNP ¢ assai elevato ma specifico non tan-
to di scompenso cardiaco quanto di disfunzione cardiaca
(frazione di eiezione < 50%) e non costituisce fattore
prognostico: la depressione miocardica in corso di sepsi &
caratterizzata da dilatazione ventricolare reversibile, ridu-
zione della funzione sistolica e diminuita risposta ai tratta-
menti con fluidi e catecolamine. Gli agenti scatenanti sa-
rebbero il fattore di necrosi tumorale (TNF) e IL1b in
azione sinergica con mediazione di ossido nitrico; studi in
vitro confermano che TNF e IL1b inducono depressione
miocardica cosi come i sieri di pazienti con shock 2. In
analogia e verosimile che altre condizioni debbano asso-
ciarsi per far evolvere aumenti di NT-proBNP in un indi-
catore di evoluzione sfavorevole nell'angina instabile.
Riduzione delle concentrazioni di 1L10%, aumento di IL1b,
IL6, 1L18%24% o alterato rapporto tra citochine pro e anti
inflammatorie® sono indicati quali importanti fattori di ri-

schio in angina instabile; in tale patologia sono descritte
concentrazioni inferiori di 1L10 rispetto ad infarto
miocardico suggerendo che in queste due condizioni clini-
che siano implicati differenti pattern di reazione infiam-
matoria¥. 1L10 e potente regolatore della funzione
endoteliale; aumento di IL10 é associato a riduzione della
vasoreattivita endoteliale anche in presenza di PCR eleva-
ta®®. Ancora, nelle cellule endoteliali, PCR induce produ-
zione di 1L18 ma il trattamento con IL10 € in grado di
bloccare il fenomeno?.

L’insufficienza cardiaca cronica, la prima e pit consolidata
applicazione cardiologica dei peptidi natriuretici, presenta
numerose analogie con i risultati del presente studio; au-
mento di IL6%, 1L18%, TNF e Endotelina 1 in rapporto
ad Atrial Natriuretic Peptide (ANP) e Brain Natriuretic
Peptide® (BNP) e ultimamente ridotte concentrazioni di
IL10* sono descritti associati alla progressione verso gli
stadi piu avanzati della classificazione NYHA (New York
Heart Association). In caso di danno miocardico impor-
tante & possibile che un’unica, finale, risposta neuro-
ormonale e citochinica caratterizzi patologie cardiologiche
diverse, unificandone i parametri prognostici.

Studi in vitro su miociti in coltura hanno documentato la
capacita stimolante di IL1b, IL6, 1L18 sulla sintesi/secre-
zione di peptidi natruiretici*®%; ANP a sua volta regola la
produzione di mediatori dell'infiammazione nei macrofagi
(con riduzione significativa del rilascio di TNF e IL1b) e di
Monocyte Chemoattractant Protein-1 nelle cellule
endoteliali®’"=

L’omogeneita della casistica oggetto di studio, peraltro a

Tabella lll: Principali correlazioni tra i parametri esaminati.

NT-proBNP - IL6 r 0.194
NT-proBNP - IL18 r 0.277
NT-proBNP - IL1b r -0.300
NT-proBNP - IL10 r -0.126
IL1b-1L10 r 0.360
IL18-IL1Ra r 0.250
IL1b-IL6 r -0.240
IL6-1L10 r -0.110
IL10 - IL1Ra r -0.180
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numerosita limitata, e la simultanea determinazione delle
principali citochine hanno consentito una possibile chiave
interpretativa unitaria delle complesse interazioni tra atti-
vazione neuro-ormonale e citochinica nelle cellule
miocardiche.

Conclusioni

NT-proBNP rappresenta un’efficace indicatore globale del
danno arrecato dall’evento ischemico proprio in funzione
dei multipli meccanismi di attivazione coinvolti. Necrosi,
ischemia, risposta inflammatoria locale/sistemica, field
citochinico possono esitare tutti in aumento delle concen-
trazioni circolanti di peptidi natriuretici.

La risposta “compensatoria” che essi rappresentano, volta
a contenere e limitare il danno tessutale, non rappresenta
di per sé un danno ulteriore ma rende ragione del signifi-
cato prognostico di elevate concentrazioni dell’analita in
rapporto a crescente compromissione miocardica. Recen-
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ti segnalazioni?, oltre a proporre cut-off di valutazione al-

I'ingresso, indicano come anche la successiva cinetica di in-

cremento/decremento nel corso di 72 ore di osservazio-
ne abbia un significato prognostico; NT-proBNP quindi
costituisce una preziosa e puntuale finestra di osservazione
della lesione miocardica in evoluzione. | rapporti evidenziati
con citochine pro e anti inflammatorie confermano che la
funzione dei peptidi natriuretici non é ristretta ai soli effetti
cardiovascolari ma estesa a potenziale immunomodulante,
antinfiammatorio e citoprotettivo®. Peptidi natriuretici e
citochine sono in rapporto dinamico e reciproco; IL1bin
fase iniziale e poi IL6 e 1L18 ne indurrebbero il rilascio ma
a loro volta essi stessi sono in grado di operare down-

regolazione di TNF e IL1b interrompendo o modifican-

do l'attivazione citochinica.

Oltre ai peptidi natriuretici anche I'equilibrio citochinico ed

in particolare IL6 e IL10 trovano in letteratura consistenti
segnalazioni di utilita ai fini prognostici. Nel presente stu-

dio il diverso comportamento di IL1b/IL10 rispetto a
IL6/1L18 in funzione della concentrazione di NT-proBNP
potrebbe fornire una chiave interpretativa globale; nel
modello osservato di angina instabile aumenti di NT-

proBNP, IL6, IL18 e riduzione di IL10 potrebbero rap-
presentare il risultato finale del danno arrecato dall’evento

ischemico ed € quindi attendibile che anche singolarmente
tali parametri possano offrire informazioni cliniche a fini
prognostici.
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