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La Cromogranina A (CgA), ampiamente distribuita a livello dei 

granuli secretori del sistema neuroendocrino diffuso, è il precursore di 

una serie di peptidi, dotati di importanti attività biologiche soprattutto in 

rapporto al ruolo inibitorio che essi esercitano in diversi processi 

omeostatici (Helle e Angeletti 1994).  

Dal taglio proteolitico in corrispondenza del primo e secondo paio di 

residui aminoacidici basici derivano i frammenti naturali N-terminali quali 

la Vasostatina 1 (VS-1) o CGA1-76 e la Vasostatina 2 (VS-2) o CGA1-113, noti 

per la loro attività vasoinibitoria (Aardal e Helle 1992). 

Al pari dei vasi anche il cuore è un organo target di questi peptidi. 

Studi recenti hanno infatti evidenziato effetti cardiosoppressivi in preparati 

di cuore di pesci, anfibi e mammiferi (Imbrogno et al., 2004; Corti et al., 

2004; Tota et al., 2004; Cerra et al., 2005; Mazza et al., 2006). In 

particolare, nel cuore isolato e perfuso di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

le VSs inducono effetti inotropi negativi attraverso un meccanismo d’azione 

che coinvolge i canali al Ca2+ e al K+ (Corti et al., 2002; Imbrogno et al., 

2004). Tuttavia, a differenza di quanto osservato nella rana, nel teleosteo 

Anguilla anguilla l’inotropismo negativo indotto dalle VSs è mediato dalle 

proteine Gi/o, dalla cascata di trasduzione ossido nitrico (NO)-GMPc-
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proteina chinasi-G (PKG), dal sistema adrenergico e colinergico e 

dall’Endotelio Endocardico (Imbrogno et al., 2004).  

In letteratura non ci sono dati circa l’esistenza di recettori specifici 

per i peptidi derivati dalla CgA. E’ stato suggerito che le VSs potrebbero 

attivare cascate di trasduzione dei segnali inter- e/o intracellulari attraverso 

un meccanismo d’azione aspecifico, basato per esempio su perturbazioni 

della membrana cellulare (Lugardon et al., 2000; Maget-Dana et al., 2002) 

che potrebbero essere dovute ad interazioni dei peptidi con fosfolipidi di 

membrana (Bloise et al., 2006). 

Partendo da queste osservazioni e considerando il fatto che diverse 

proteine regolatorie sono inserite ed, in molti casi, fisicamente legati al 

network citoscheletrico, scopo di questa ricerca è stato quello di fornire 

ulteriori chiarimenti sul meccanismo d’azione con cui tali peptidi esercitano 

la loro azione cardiotropica indagando, tramite l’utilizzo dei classici 

preparati di cuore isolato e perfuso di anguilla e rana, il ruolo del 

citoscheletro nella modulazione della performance cardiaca indotta dai 

frammenti CgA-derivati. 
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Vasostatins (VSs), i.e. the main biologically active peptides generated 

by the proteolytic processing of Chromogranin A (CgA) N-terminus, exert a 

negative inotropism in vertebrate hearts. Here, using isolated working eel 

(Anguilla anguilla) and frog (Rana esculenta) heart preparations, we have 

studied the role of cytoskeleton in the VSs-mediated inotropic response. In 

both eel and frog hearts, VSs-mediated-negative inotropy was abolished by 

treatment with inhibitors of cytoskeleton reorganization, such as 

Cytochalasin-D (eel: 10nM; frog: 1nM), an inhibitor of actin polymerisation, 

Wortmannin (0.01 nM) an inhibitor of phosphatidil-inositolo 3-kinasi 

(PI3K), Butanedione 2-monoxime (BDM) (eel: 100 nM; frog: 10 nM), an 

antagonist of myosin ATP-ase, and N-(6-aminohexil)-5-chloro-1-

naphthalenesulfonamide (W7) (eel: 100 nM; frog: 1 nM), a calmodulin 

antagonist. The results demonstrate that changes in cytoskeletal dynamics 

play a crucial role in the negative inotropic influence of VSs on eel and frog 

hearts. 

 



                                                                                                                 Sommario 
 

Ruolo del citoscheletro actinico nell’effetto inotropo negativo indotto dai peptidi CgA-derivati  
nel cuore di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

6

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sommario 



                                                                                                                 Sommario 
 

Ruolo del citoscheletro actinico nell’effetto inotropo negativo indotto dai peptidi CgA-derivati  
nel cuore di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

7

Le Vasostatine (VSs), peptidi biologicamente attivi derivanti dal 

processamento proteolitico dell’estremità N-terminale della 

Cromogranina A (CgA), esercitano effetti cardiosoppressivi nei 

vertebrati. In questo studio, tramite l’utilizzo dei classici preparati di 

cuore isolato e perfuso di anguilla (Anguilla anguilla) e rana (Rana 

esculenta), è stato analizzato il ruolo del citoscheletro nella risposta 

inotropa mediata dalle VSs. In entrambi i preparati l’inotropismo 

negativo indotto dalle VSs è stato abolito dal trattamento con  inibitori 

del network citoscheletrico, come la Citocalasina-D (anguilla: 10nM; 

rana: 1nM), inibitore della polimerizzazione dell’actina, la Wortmannin 

(0.01 nM), inibitore della fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3-K), il 

Butanedione 2-monoxime (BDM) (anguilla: 100 nM; rana 10 nM), 

antagonista della miosina ATP-asi, e lo N-(6-aminohexil)-5-chloro-1-

naphthalenesulfonamide (W7) (anguilla: 100 nM; rana: 1 nM), 

antagonista della calmodulina. Questi risultati hanno dimostrato che 

cambiamenti nella dinamica citoscheletrica svolgono un ruolo cruciale 

negli effetti inotropi negativi indotti dalle VSs sui cuori di anguilla e rana.  
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1. Le Cromogranine 

Le cromogranine costituiscono una famiglia di glicoproteine acidiche 

localizzate nella matrice dei granuli densi “secretori” dei tessuti neuronali e 

neuroendocrini di mammiferi (Eiden et al., 1987; Huttner et al., 1991; 

Winkler e Fischer-Colbrie 1992). Esistono almeno tre forme molecolari tra 

loro correlate denominate Cromogranina A (CgA), Cromogranina B (CgB) 

o secretogranina I e Cromogranina C (CgC) o secretogranina II (Winkler e 

Fischer-Colbrie 1992). Queste proteine pur essendo il prodotto di geni 

distinti (Benedum et al., 1986; Helmann et al., 1988; Martens 1988; 

Fischer-Colbrie 1990; Ischia et al., 1997) posseggono proprietà comuni, 

come l’abbondanza di residui aminoacidici “acidi” e la presenza di coppie 

di aminoacidi con residui basici, potenziali siti di taglio post-trascrizionale 

(Smith e Winkler, 1967). 

La più importante di tutte le cromogranine, in considerazione delle 

sue caratteristiche biologiche e della sua utilità clinica, è la Cromogranina A 

(CgA), descritta per la prima volta nel 1965 da Banks e Helle. Studi 

successivi hanno dimostrato che la CgA, originariamente isolata nei granuli 

cromaffini della midollare del surrene e co-secreta con le catecolamine 

(Banks e Helle, 1965; Helle 1966; Blaschko et al., 1967; Smith e Kirshner 

1967; Smith e Winkler 1967; O’ Connor e Frigon 1984), presenta una 
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distribuzione ben più complessa, essendo contenuta anche nell’ipofisi 

(25%) (O’Connor 1983; Serck-Hanssen e O’Connor 1984), nel pancreas 

endocrino (5%) (Ehrhart et al., 1986; Yoshie et al., 1987), nel tratto gastro-

intestinale (5%) (Quian et al., 1988) e nelle rimanenti ghiandole endocrine 

(1%) (Cohn et al., 1982; O’Connor et al., 1983). 

 Nel genoma umano la CgA viene codificata da 8 esoni separati, 

appartenenti al cromosoma 14. La sua espressione è peraltro caratterizzata 

dalla co-espressione di ormoni polipeptidici o neurotrasmettitori cellula-

specifici, indice del fatto che il gene della CgA è in grado di rispondere ad 

un’ampia varietà di segnali modulatori che portano all’espressione della 

molecola in molteplici famiglie cellulari (Wu et al., 1991; Drees e Hamilton 

1994). 

La molecola matura della CgA (439 aa, PM 48 KDa) (Metz-Boutigue 

et al., 1993) è caratterizzata da un’elevata omologia tra i mammiferi, in 

particolare nelle regioni amino- e carbossi-terminali (Winkler e Fischer-

Colbrie, 1992; Yanaihara et al., 1998). Studi immunologici hanno 

identificato proteine analoghe in uccelli, rettili, pesci e persino nei protozoi, 

indicando l’universalità di questa proteina (Helle 1990; D’Este et al., 1994; 

Winkler e Fischer-Colbrie 1992; Peterson et al., 1987; Helle e Angeletti 

1994). 



                                                                                                                Introduzione 
 

Ruolo del citoscheletro actinico nell’effetto inotropo negativo indotto dai peptidi CgA-derivati  
nel cuore di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

11

 Nei mammiferi la CgA circola nel plasma a concentrazione pari a 1-

4 nanomolare; concentrazioni sieriche più elevate sono state riscontrate in 

alcune forme di stress circolatorio (Helle e Angeletti 1998), nelle malattie 

cardiache croniche (Corti et al., 2000) ed in soggetti con varie forme di 

tumore neuroendocrino (Aardal et al., 1996; Nobels et al., 1998). Ciò 

suggerisce che la CgA potrebbe svolgere un’azione di protezione in risposta 

a condizioni di stress, regolando il fabbisogno ematico durante situazioni di 

emergenza e guarigione (Helle e Angeletti 1998). 

Le funzioni biologiche della CgA non sono ancora del tutto chiare, 

tuttavia, in relazione alla sua abbondanza ed alla sua ubiquitaria 

distribuzione nei tessuti neuro-endocrini, la CgA sembrerebbe coinvolta in 

molteplici attività biologiche intra ed extra-cellulari (Hutton et al., 1987; 

Rosa et al., 1985; Natori e Huttner 1996). A tal proposito è ben noto, a 

livello intracellulare, il coinvolgimento di questa proteina nei meccanismi di 

accumulo intragranulare delle catecolamine e nello smistamento delle stesse 

(Helle et al., 2001), nonchè il ruolo da essa svolto nella biogenesi dei 

granuli secretori (Iacangelo e Eiden 1995; Kim et al., 2001), agendo sui geni 

coinvolti in tale processo, soprattutto a livello post-trascrizionale. E’ stato 

osservato, infatti, che una soppressione della produzione della  CgA 
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provoca la scomparsa delle proteine dei granuli secretori, ma non degli 

mRNA che codificano i geni da essa regolati (Kim et al., 2003).  

A livello extracellulare la CgA possiede una importante funzione di 

tipo pro-ormonale, dimostrata e basata sull’identificazione di potenziali siti 

di clivaggio a livello della struttura primaria della molecola (Metz-Boutigue 

et al., 1993). Dalla CgA, originano, infatti, in seguito a eventi proteolitici, 

peptidi dotati di importanti attività biologiche, come la pancreastastina 

(CgA240-288), la parastatina (CgA347-419), la catestatina (CgA344-364) e le vasostatine 

(CgA1-76, CgA1-113) (Helle e Angeletti 1994). Tali eventi proteolitici avvengono 

principalmente a livello di 10 siti di-basici distribuiti lungo tutta la sequenza 

aminoacidica; tuttavia, è stato dimostrato che il processo proteolitico 

ricorrente avviene soprattutto a livello delle estremita N- e C-terminale della 

molecola (Metz-Boutigue et al., 1993). Di conseguenza, come molti pro-

ormoni e pro-neuropeptidi, la CgA, rilasciata nei tessuti ed in circolo, viene 

rapidamente processata dalle pro-ormone convertasi (PC1/3 e PC2) 

(Halban e Irminger 1994; Seidah e Chretien 1999), che la scindono in 

peptidi strutturalmente differenti aventi funzione esocrina, paracrina ed 

endocrina (Eiden 1987; Huttner e Benedum 1987).  

La degradazione della CgA avviene in maniera tessuto-specifica con 

possibili, importanti, differenze fra i frammenti molecolari prodotti e 
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rilevabili a livello dei vari tessuti e del circolo ematico (Watkinson et al., 

1991) 

La Fig. 1 schematizza la sequenza della CgA bovina e dei peptidi 

naturali e sintetici  da essa derivati.  
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Fig. 1. Rappresentazione schematica della sequenza della CgA bovina e dei 
peptidi naturali e sintetici da essa derivati (modificata da Metz-Boutigue et 
al., 1993). 
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2. Le Vasostatine 

La conservazione del dominio N-terminale della CgA nel corso 

dell’evoluzione suggerisce l’importanza biologica dei frammenti CgA-

derivati in cui tale regione è presente, come ad esempio le “vasostatine” 

(VSs) il cui nome riflette l’effetto inibitorio indotto sulla costrizione di vasi 

sanguigni isolati in diverse specie di mammiferi compreso l’uomo (Aardal e 

Helle 1992; Aardal et al., 1993).  

Le diverse forme di VSs comprendono: la Vasostatina-1 (CgA1-76, VS-

1), che corrisponde al più alto dominio di CgA conservato tra i vertebrati, la 

Vasostatina-2 (CgA1-113, VS-2) derivante dalla scissione del legame petidico al 

secondo sito di-basico, e peptidi come la CgA1-40, la CgA47-66 (cromofungina) e 

la CgA67-76 (Metz-Boutigue et al., 2000), generati fisiologicamente in diversi 

tessuti endocrini.  

Alla VS-1 sono state attribuite numerose funzioni. In aggiunta, infatti, 

alla ben nota funzione autocrina, come evidenziato per esempio nelle 

cellule paratiroidi bovine (Russel et al., 1994; Angeletti et al., 1996, 1997), 

sono stati suggeriti anche effetti paracrini ed endocrini, in particolare nei 

vasi sanguigni in intimo contatto con i siti di rilascio delle terminazioni 

sinaptiche (Liang et al., 1996) ed in quelli principalmente esposti ai pro-

ormoni ematici (O’Connor e Bernstein 1984; Cryer et al., 1991). La sua 
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presenza nei fluidi infiammatori e nelle secrezioni delle cellule immunitarie, 

come i neutrofili polimorfonucleati (PMN) (Corti et al., 1997), ha suggerito 

il ruolo importante che questo frammento gioca nell’immunità innata. La 

VS-1 possiede, infatti, una spiccata attività antibatterica e antifungina che 

costituisce una prima e immediata risposta protettiva contro un attacco 

patogeno (Lugardon et al., 2000).  

Le VSs regolano anche l’adesione cellulare (Gasparri et al., 1997; 

Ratti et al., 2000), azione favorita dalla presenza nella struttura primaria di 

motivi leganti le integrine e molecole adesive come la fibronectina, la 

vitronectina e il collagene (Rouslahti e Pierschbeker 1986). A livello dei 

residui 43-45 della VS-1 è presente, infatti, la sequenza tripeptidica RGD 

(Arg-Gly-Asp) (Di Felice et al., 2006), spesso presente nelle proteine della 

matrice extracellulare quale sito di riconoscimento di molte integrine con il 

loro ligando. Tali proprietà pro-adesive sono risultate importanti per il 

rimodellamento e la  riparazione del miocardio (Corti et al., 2000). 

Le VSs sono state proposte quali ottimi candidati come peptidi 

regolatori del sistema vascolare. Studi effettuati da Helle e collaboratori 

(Helle e Angeletti 1994; Helle et al., 2001) hanno suggerito che le VSs 

possono agire come importanti regolatori omeostatici del tono vascolare e 

del flusso sanguigno, in grado di contrastare le influenze adrenergiche 
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esercitate sul sistema cardio-vascolare, particolarmente in condizioni di 

stress (Helle e Angeletti 1994). E’ ben noto che il cuore è un importante 

bersaglio sia dell’attività nervosa simpatica che delle catecolamine circolanti 

su cui in condizioni di stress convergono, amplificati, altri stimoli eccitatori 

(per es. angiotensina). La scoperta, inoltre, che elevati livelli di CgA, in 

pazienti affetti da insufficienza cardiaca, sono un indice di mortalità e gravità 

della malattia sottolinea l’importanza delle VSs nell’omeostasi cardio-

circolatoria (Ceconi et al., 2002).  

Negli ultimi anni, in assenza di dati circa le azioni delle VSs sul 

cuore, il gruppo di ricerca del laboratorio di Fisiologia d’Organo, del 

Dipartimento di Biologia Cellulare (UNICAL), ha studiato gli effetti delle 

VSs sulla performance cardiaca “in vitro” in tre gruppi di vertebrati: pesci, 

anfibi e mammiferi (Imbrogno et al., 2004; Corti et al., 2004; Tota et al., 

2004; Cerra et al., 2005; Mazza et al., 2006). Tali ricerche hanno 

dimostrato che il cuore è un importante bersaglio per le VSs, suggerendo il 

ruolo di possibili modulatori cardio-inibitori, capaci di proteggere il cuore 

da intense stimolazioni come nella risposta da stress (Tota et al., 2004). Tali 

peptidi esercitano, infatti, in condizioni basali effetti inotropi negativi e 

antagonizzano l’incremento della contrattilità indotto dalla stimolazione 
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adrenergica, sicché sono state definite anche come cardiostatine (Corti et 

al., 2002; Imbrogno et al., 2004; Tota et al., 2004; Mazza et al., 2006).  

Tali studi hanno inoltre evidenziato aspetti di uniformità e di 

diversità, in relazione alle diverse specie di vertebrati considerate, nel 

meccanismo d’azione delle VSs. Infatti, sia nel cuore isolato e perfuso di 

Anguilla anguilla che di Rana esculenta l’effetto inotropo negativo indotto 

dalle VSs coinvolge i canali al Ca2+ e al K+ (Corti et al., 2002; Imbrogno et 

al., 2004). Tuttavia, a differenza di quanto osservato nella rana, nel teleosteo 

Anguilla anguilla l’inotropismo negativo indotto dalle VSs coinvolge le 

proteine Gi/o, la cascata di trasduzione NO-cGMP-PKG, il sistema 

adrenergico e colinergico, e l’Endotelio Endocardico (Imbrogno et al., 

2004).  

Sebbene siti di legame specifici di membrana sono stati osservati per 

la CgA1-40 nelle cellule paratiroidi bovine (Russell et al. 1994) e nelle cellule 

muscolari lisce di aorta bovina (Angeletti et al. 1994), attualmente non 

esistono dati che evidenziano l’esistenza di recettori specifici per le VSs 

(Helle et al., 2001).  

E’ riportato che le VSs potrebbero attivare pathways di trasduzione 

dei segnali  inter- e /o intracellulari attraverso la perturbazione della 

membrana cellulare a seguito dell’interazione della porzione lipofilica del 
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peptide con domini presenti sul bilayer lipidico. Tale meccanismo è stato 

ipotizzato per spiegare l'attività antifungina e antibatterica propria della VS-1 

e dei frammenti da essa derivati come la cromofungina CGA47-66 (Lugardon 

et al., 2001) e il peptide CgA1-40 (Maget-Dana et al., 2002). Recentemente, è 

stato dimostrato che la VS-1 è in grado di interagire con fosfolipidi di 

membrana, in modo particolare con la fosfatidilserina, suggerendo che le 

VSs potrebbero attivare vie di trasduzione del segnale intracellulari con 

modalità indipendenti dal recettore (Bloise et al., 2006).   

Le nostre ricerche sono attualmente indirizzate ad esplorare se tale 

azione cardiotropica coinvolge meccanismi mediati da recettori o 

interazioni con proteine inter- e /o intracellulari. Considerando il fatto che 

diverse proteine regolatorie sono inserite ed in molti casi fisicamente legati 

al network citoscheletrico, siamo andati ad indagare il ruolo del 

citoscheletro nella modulazione della performance cardiaca indotta dai 

frammenti CGA-derivati, nel cuore isolato e perfuso di Anguilla anguilla e 

Rana esculenta. 

 

Prima di entrare nel merito dei risultati sarà fornita una sintetica 

rassegna dell’organizzazione strutturale citoscheletrica di una tipica cellula 

eucatioca con particolare riferimento al citoscheletro actinico.  
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3. Il citoscheletro 

Il citoscheletro è una complessa trama fibrillare diffusa in tutto il 

citoplasma, costituita da tre componenti di natura proteica: i microtubuli, i 

filamenti intermedi ed i microfilamenti  che si distinguono anzitutto per il 

loro spessore; i microtubuli hanno un diametro di circa 25 nm, i filamenti 

intermedi di circa 7 nm  ed i microfilamenti di circa 10 nm (Bershadsky e 

Vasiliev 1988) (Fig. 2).  

Il citoscheletro svolge molteplici funzioni che si estendono a gran 

parte della vita cellulare: a partire dalla primaria funzione strutturale, di 

costituire cioè all’interno della cellula un impalcatura (più o meno flessibile) 

dalla quale dipendono in ogni momento la forma stessa della cellula e la 

disposizione degli organuli al suo interno, fino alla guida ed al controllo di 

ogni funzione motoria che la cellula sia in grado di mettere in atto (Watson 

1991).  

La duplicità funzionale (statica e dinamica) del citoscheletro trova 

riscontro nelle diverse caratteristiche dei filamenti che lo costituiscono. Le 

funzioni di sostegno sono prevalentemente affidate ai filamenti intermedi, 

mentre le funzioni dinamiche si avvalgono principalmente dei 

microfilamenti e dei microtubuli, anche se tutti e tre i tipi di filamenti 
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possono partecipare all’una o all’altra funzione (Wang et al., 1993; Maniotis 

et al., 1997). 
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Fig. 2. Rappresentazione schematica della complessa rete tridimensionale citoscheletrica 
comprendente strutture filamentose di natura proteica quali microtubuli, filamenti 
intermedi e microfilamenti.  
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3.1 I microtubuli  

I microtubuli sono strutture tubulari cave, di natura polimerica, la cui 

parete è formata dalla giustapposizione, a gradini successivi, di due 

monomeri proteici: l’α- e β-tubulina, accoppiati a formare un eterodimero 

detto tubulina. L’ordinata sequenza di una α-tubulina e di una β-tubulina, 

in senso longitudinale, permette di riconoscere, nella parete di un 

microtubulo, 13 protofilamenti lineari (Goldstein e Entman 1979; 

Rappaport e Samuel 1988) (Fig. 3). L’aggiunta di ciascun monomero è 

potenziata dall’idrolisi del GTP;  sia la α- che la β-tubulina legano il GTP 

ma è la forma legata alla β-tubulina che viene idrolizzata (Rasenik et al., 

1990). Oltre al GTP  la tubulina lega anche proteine a cui è stato dato il 

nome di MAPs (microtubule-associated proteins), che regolano in vivo la 

polimerizzazione dei microtubuli (Olmsted 1986; Sato et al., 1997) e 

mediano le interazioni di questi con altre strutture cellulari (filamenti, 

organelli e membrane) (Cunningham et al., 1997). Del gran numero di 

MAPs che sono state isolate, alcune sono distribuite nella maggior parte 

delle cellule, altre, invece, vengono solo espresse in tipi cellulari specifici, 

un esempio è la MAP4 che predomina a livello del muscolo cardiaco 

(Olmsted 1986; Sato et al., 1997). Una classe di MAPs di particolare 

interesse funzionale è costituita dai cosiddetti “motori microtubulari” ai 
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quali appartengono la Chinesina, la Dineina citoplasmatica e la Dinamina 

(Liao e Gundersen 1988).  La Chinesina è in grado di usare l’energia 

dell’ATP per spostarsi verso l’estremità “+” del microtubulo (trascinando 

con se gli organelli ad essa ancorati), la Dineina citoplasmatica svolge la 

stessa funzione ma in direzione opposta, mentre la Dinamina induce lo 

scivolamento attivo di un microtubulo sull’altro (Bananis et al., 2000). Il 

significato funzionale dei microtubuli non è ancora del tutto noto, molte 

osservazioni fanno ritenere che essi, oltre a costituire un apparato 

citoscheletrico per il mantenimento della forma cellulare, rappresentano un 

sistema microcircolatorio per il trasporto di molecole intracellulari. I 

microtubuli, infatti, raggruppandosi in modo da formare dei binari immersi 

nella matrice citoplasmatica, costituiscono delle strutture transitorie capaci 

di dirigere e di orientare gli spostamenti endocellulari di particelle o 

molecole (Rogers e Gelfand 2000). 
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Fig. 3. Ogni protofilamento è costituito da due diverse varianti di tubulina: la tubulina α 
e β  polimerizzate in successione lineare. I protofilamenti sono affiancati in modo 
leggermente sfalsato, per cui non sono disposti in registro.  
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3.2 I filamenti intermedi  

I filamenti intermedi formano nella maggior parte delle cellule una 

trama reticolare che si presenta più fitta attorno al nucleo e da qui si estende 

alla periferia del citoplasma. La trama dei filamenti intermedi è 

particolarmente sviluppata nelle cellule destinate a mantenere stabile o a 

modificare solo lentamente la propria forma, ed è praticamente assente 

nelle prime fasi dello sviluppo embrionale (Traub 1995). 

A differenza dei microtubuli e dei microfilamenti, che sono costituiti 

dall’unione di proteine globulari rapidamente polimerizzate e 

depolimerizzate nella cellula, i filamenti intermedi sono costituiti 

dall’aggregazione di monomeri filamentosi che mette capo a strutture 

filamentose più stabili. 

I filamenti intermedi sono molto diversificati per composizione e 

caratteri, e sono presenti nelle cellule dei diversi tessuti in una quantità che 

varia a seconda delle esigenze meccaniche. Nel folto gruppo di proteine che 

possono costituire i filamenti intermedi figurano le cheratine delle cellule 

epiteliali, la vimentina dei fibroblasti, delle cellule endoteliali e dei leucociti, 

la desmina delle cellule muscolari, nonché le proteine dei neurofilamenti 

che strutturano gli assoni ed i prolungamenti delle cellule nervose 

(Capetanaki 2002; Benes et al., 2006; Xiao et al., 2006). 
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Nonostante le profonde diversità nelle loro strutture primarie, le 

proteine costitutive dei filamenti intermedi vengono edificate secondo 

un’ordine che è pressoché uguale in tutte le cellule. Al livello più 

elementare i monomeri proteici si organizzano a coppie parallele formando 

dei dimeri “coiled coil” composti da due α-eliche avvolte tra loro a spirale 

(Fuchs e Cleveland 1988). Le subunità lineari che ne risultano si associano 

poi tra loro, con una disposizione testa-coda, formando lunghissime file 

destinate a raggrupparsi a coppie antiparallele dette protofilamenti. 

Dall’associazione di queste coppie a due a due si formano le protofibrille, 

mentre l’aggregazione di quattro protofibrille produce il definitivo filamento 

intermedio (Goldman et al., 1996) (Fig. 4). 
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Fig. 4 . Modello strutturale di un filamento intermedio. 
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3.3 I microfilamenti 
 

I microfilamenti sono polimeri di actina, la proteina più diffusa nelle 

cellule eucariotiche. La struttura molecolare dell’actina, in forma di 

monomero (G-actina), è  foggiata “a pera” con una porzione basale più 

espansa detta “barbed”, coè dentata, ed una porzione apicale più ristretta 

detta “pointed”, cioè appuntita. I monomeri actinici liberi tendono a 

congiungersi tra loro secondo un andamento elicoidale fino a formare 

polimeri filamentosi di grande lunghezza (F-actina) (Narita et al., 2006). 

Ogni microfilamento è costituito dall’avvolgimento a spirale di due filamenti 

di F-actina e la dissimmetria strutturale dei monomeri fa si che anche un 

intero microfilamento actinico sia strutturalmente “polarizzato”, con 

un’estremità “barbed” (+) ed un’estremità “pointed” (-). L’accrescimento (o 

assemblaggio) di un microfilamento actinico avviene per addizione di 

monomeri alla sua estremità “+”, detta infatti di accrescimento, e richiede il 

legame dei monomeri con l’ATP. Le estremità “barbed” sono 

particolarmente reattive non solo per sostenere l’accrescimento del 

microfilamento stesso, ma anche per stabilire attacchi dei microfilamenti tra 

di loro o per ancorarli alle membrane cellulari (plasmatica o degli organuli) 

sulle quali i microfilamenti possono operare in vario modo (Fig. 5A).  La 

depolarizzazione della F-actina avviene invece per distacco dei monomeri 
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all’estremità “-”, probabilmente quando i monomeri si aprono e si liberano 

dell’ADP legato nel “sito” nucleosidico (Bershadsky e Vasiliev 1988; 

Schliwa 1987). 

Quando si modifica l’equilibrio tra i due processi contrapposti di 

polimerizzazione e di depolimerizzazione dei monomeri di actina ai loro 

estremi, i microfilamenti subiscono variazioni di lunghezza anche molto 

rapide, generando nell’edificio cellulare deformazioni e spostamenti delle 

strutture cui esse sono ancorati. Tali moti per sola variazione di lunghezza 

dei microfilamenti sono presenti soprattutto nella corteccia del 

citoscheletro; i microfilamenti, infatti, sono diffusi in tutto il citoplasma, ma 

si trovano più addensati alla periferia delle cellule, dove, al di sotto della 

membrana plasmatica contribuiscono a formare lo strato corticale. A questo 

livello i filamenti actinici sono ancorati in particolari regioni della 

membrana plasmatica indicati col nome di contatti focali (Wang et al., 

1993; Maniotis et al., 1997).  

Tramite l’intervento di un gruppo di proteine appartenenti alla 

famiglia delle integrine viene stabilita una connessione meccanica con le 

strutture contigue nello spazio extracellulare (Ingber 1991; Maniotis et al., 

1997). Le integrine, recettori eterodimerici composti da due subunità 

glicoproteiche, α e β,  possiedono, infatti, un ampio dominio 
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extracitoplasmatico, una regione trasmembrana ed una corta porzione 

intracitoplasmatica che interagisce con i filamenti di actina. Tuttavia, il 

collegamento fra microfilamenti ed il dominio citoplasmatico delle integrine 

è solitamente indiretto, essendo mediato da particolari proteine di attacco 

multiplo come talina, vinculina e α-actinina (Borg et al., 2000) (Fig. 5B). 

L’analisi di integrine ricombinanti ha evidenziato che entrambe le subunità 

α  e β sono importanti nel determinare la specificità di legame con le 

molecole della matrice extracellulare, mentre solo la porzione intracellulare 

della subunità β interagisce con elementi del citoscheletro (Solowska 1989).  

Nella forma di microfilamenti, quindi, l’actina si lega ed interagisce 

con una grande varietà di proteine, dette genericamente “actin binding 

proteins” (ABP), che le conferiscono la capacità di svolgere funzioni 

diversificate (Borg et al., 2000; Samuel et al., 2000). 

 Nell’assemblaggio del citoscheletro actinico svolgono anche un ruolo 

di primaria importanza alcune proteine dotate di attività “GTP-asica”,  le 

GTP-asi Rac e Rho. Uno dei meccanismi con cui questi enzimi espletano 

questa funzione consiste nell’attivazione dell’enzima fosfatidil-inositolo 4-

fosfato 5-chinasi che porta alla formazione di fosfatidil-inositolo 4,5 

difosfato (PIP2), il quale promuove la polimerizzazione dei filamenti di 
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actina e quindi l’organizzazione del citoscheletro (Gilmore e Burridge 

1996).  

La dinamica del reticolo corticale di actina è regolata da segnali che 

provengono dall’ambiente esterno alla cellula ed agiscono su recettori 

specifici della membrana plasmatica, con la conseguente produzione, 

tramite il gioco delle proteine G, di secondi messaggeri intracellulari. In 

questo senso la regolazione della componente actinica del citoscheletro fa 

parte integrante dei sistemi di  trasduzione del segnale operanti nella 

membrana plasmatica (Zigmond 1996). 

La caratteristica distribuzione intracellulare dei microfilamenti ha 

fatto prospettare l’ipotesi che essi formino un sistema contrattile ubiquitario 

responsabile di molte attività cellulari.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

  



                                                                                                                Introduzione 
 

Ruolo del citoscheletro actinico nell’effetto inotropo negativo indotto dai peptidi CgA-derivati  
nel cuore di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

33

 

 

Fig. 5. (A) Processo di poimerizzazione dell’actina in cui l’assemblaggio dei monomeri 
di actina procede all’estremità (+) del microfilamento e richiede il legame con l’ATP. 
(B) Interazione, a livello della corteccia citoscheletrica, fra microfilamenti ed il dominio 
citoplasmatico delle integrine, mediata da proteine intermediarie quali talina, vinculina 
e α-actinina (Borg et al., 2000). 

A

B



                                                                                                                Introduzione 
 

Ruolo del citoscheletro actinico nell’effetto inotropo negativo indotto dai peptidi CgA-derivati  
nel cuore di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

34

3.4 Proteine motrici 

Appartenenti  al citoscheletro possono essere considerate anche 

quelle proteine che svolgendo una funzione basilare negli apparati motori 

delle cellule, sono spesso indicate come “proteine motrici”. Stretta è infatti 

la connessione funzionale degli apparati motori delle cellule con le 

formazioni citoscheletriche, in quanto strettamente correlate all’interno 

della cellula sono le funzioni statiche e le funzioni dinamiche (Brown 1999). 

Alla classe delle proteine motrici appartengono le miosine, le dineine e le 

kinesine, il cui ruolo, anche se diversificato, è  fondamentalmente legato alla 

loro capacità di trarre dall’idrolisi enzimatica dell’ATP (o del GTP), energia 

convertibile in effetto meccanico (Lillie e Brown 1992; Brown 1999). 

I filamenti di actina sono atti a fungere da “rotaia” per le molecole di 

miosina, il cui moto è diretto verso l’estremità “barbed” del microfilamento. 

Esistono differenti tipi di miosine (Berg et al., 2001), quella principalmente 

coinvolta negli spostamenti endocellulari è la miosina di tipo I 

strutturalmente caratterizzata da una corta “coda” flessibile, che permette 

l’attacco alle strutture cellulari che devono essere mosse, e da una singola 

“testa”  globulare deputata al legame con i filamenti di actina (Pollard et al., 

1991). La testa della miosina ha un' attività ATP-asica in grado di scindere 

l'ATP e conseguentemente di modificare l’estensione del fascio acto-
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miosinico nel suo insieme. Quando due filamenti di actina con polarità 

opposta si trovano ad interagire con le molecole di miosina, le teste di 

quest'ultime sono in grado di "slittare" sull'actina in conseguenza delle 

modificazioni indotte dall'idrolisi di ATP (Titus 2006)  (Fig. 6).  

L’ATP viene idrolizzato da una ATPasi “chinasi” che a sua volta 

viene attivata dalla Calmodulina (CaM), proteina citosolica di 149 

aminoacidi, presente in grande quantità all’interno della cellula. La 

calmodulina presenta quattro siti di legame per il calcio con il quale forma il 

complesso Ca2+/CaM, un importante regolatore intracellulare (Desrivieres et 

al., 2002). Quando gli ioni calcio si legano alla calmodulina, questa subisce 

un cambiamento conformazionale che la rende capace di legarsi ad altre 

proteine attivaziondole (Fig. 7).  

Oltre ad essere coinvolta nella regolazione delle associazioni actina-

miosina, la calmodulina interviene anche nel regolare le associazioni actina-

actina e fra i filamenti di actina e la membrana plasmatica (Clore et al., 

1993; James et al., 1995).  
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Fig. 6. Rappresentazione schematica della struttura  e del modo di operare della miosina 
I. La breve coda della molecola di miosina costituisce un dominio capace di legare o 
filamenti di actina o membrane. Ciò permette al dominio della testa di muovere un 
filamento di actina rispetto ad un altro. Si noti che il dominio della testa “cammina” 
verso l’estremità “+” del filamento di actina al quale è associato. 
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Fig. 7. (A) Sequenza aminoacidica del sito di legame per il calcio situato all'estremità C-
terrninale della calmodulina. (B) Modello di una molecola di calmodulina a cui sono 
legati quattro ioni calcio. (C) Rappresentazione schematica della variazione 
conformazionale indotta dal legame del calcio alla calmodulina. Quando tutti e quattro i 
siti di legame per il calcio sono occupati, la calmodulina subisce un cambiamento della 
struttura terziaria. 
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1. Animali 

Sono stati utilizzati esemplari di Anguilla anguilla, del peso medio di 

83.5 ± 3.3g (media ± ES) e di Rana Esculenta, del peso medio di 17.472 ± 

0.622g (media ± ES). 

Entrambe le specie sono state fornite da un vivaio locale e mantenute 

a digiuno in vasche contenenti acqua dolce circolante continuamente areata 

e filtrata, a temperatura ambiente (18-20°C). Gli animali sono stati sacrificati 

entro sette giorni dall’arrivo in laboratorio.  

 

2. Procedura di isolamento 

Anguilla anguilla 

Prima di procedere alla dissezione, le anguille sono state anestetizzate 

per circa 15 minuti in acqua e benzocaina disciolta ad una concentrazione 

di circa 0.2 g/l. 

L’isolamento è stato effettuato mediante uno stereo-microscopio ed il 

preparato è stato mantenuto costantemente idratato con soluzione 

fisiologica. 

Dopo aver aperto ventralmente l’animale lungo la linea longitudinale 

mediana, all’altezza delle pinne pettorali, sono stati asportati la muscolatura 

ventrale, il pericardio e i legamenti che uniscono quest’ultimo al cuore. 
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Sono stati, quindi, effettuati due tagli, il primo in corrispondenza dell’aorta, 

ad una distanza di circa 2 mm dalla sua origine dal bulbo, ed il secondo a 

livello del seno venoso, dopo i quali è stata possibile la completa rimozione 

del cuore. 

Successivamente il cuore è stato posto in una capsula di Petri 

contenente la soluzione fisiologica ed in cui erano temporaneamente fissate 

due cannule tali da poter essere inserite l’una nel seno venoso (cannula 

d’input), l’altra nell’aorta (cannula d’output). 

Al termine della procedura di isolamento, che ha richiesto circa 15 

minuti, il cuore è stato collegato all’apparato di perfusione. 

 

Rana Esculenta 

Le rane sono state  decapitate, despinalizzate e fissate su una apposita 

base da dissezione su ghiaccio; l’isolamento è stato effettuato con l’aiuto di 

uno stereomicroscopio. L’animale è stato aperto ventralmente praticando 

una incisione a T sulla cute e tagliando i muscoli sottostanti e lo sterno in 

modo da scoprire completamente il cuore avvolto dal pericardio; dopo aver 

liberato il cuore da quest’ultimo si è passati a legare ed incannulare i vasi. 

Dapprima è stato legato l’arco aortico destro per poi tagliarlo a monte del 

nodo; spostando lateralmente il cuore sono state messe in evidenza le 
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precave destra e sinistra che sono state legate e tagliate; anche la vene 

polmonare è stata legata e tagliata prima della biforcazione. A questo punto 

è stato possibile incannulare il tronco aortico sinistro e il seno venoso 

mediante l’utilizzo di cannule di polietilene. Il cuore così isolato è stato 

collegato all’apparato di perfusione. 
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3. Apparato di perfusione 

L’apparato di perfusione del cuore di rana e del cuore dei pesci, 

schematizzati in Fig. 8, è costituito da una pompa peristaltica, da una 

camera di perfusione nella quale viene alloggiato il cuore, e da due serbatoi, 

uno d’ingresso e uno d’uscita.  

La camera di perfusione è rappresentata da un contenitore di 

plexiglass di sezione rettangolare che presenta tre vie di comunicazione con 

l’esterno: una via d’ingresso collegata alla cannula inserita nel seno venoso, 

una via d’uscita collegata alla cannula inserita nel bulbo, ed una terza via che 

permette di misurare la pressione interna della camera. Il ringer, o 

soluzione di per fusione, all’interno della camera ricopre interamente il 

cuore per evitarne la disidratazione. 

Il ringer contenuto in un serbatoio esterno, da cui è prelevato per 

mezzo della pompa peristaltica, attraverso il serbatoio di ingresso raggiunge 

la cannula inserita nel seno venoso; il perfusato, pompato dal cuore, si 

raccoglie nel serbatoio d’uscita.  

Le differenze di altezza tra il livello del liquido di perfusione nei 

serbatoi d’ingresso e di uscita e quello nella camera costituiscono 

rispettivamente le pressioni di ingresso e di uscita dalle quali dipendono il 
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precarico ed il postcarico, che rappresentano i due principali parametri che 

influenzano la performance cardiaca in vitro.  
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Fig. 8. Schema dell’apparato di perfusione del cuore di anguilla (A) e di rana (B). 
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4. Soluzione fisiologica 
 

La soluzione fisiologica di perfusione in Rana Esculenta è stata 

preparata secondo la seguente composizione: NaCl (6.6 g/l), KCl (0.186 

g/l), CaCl2 (0.11 g/l), Na2HPO4 (0.475 g/l), NaH2PO4 (0.1 g/l), Glucosio 

(1.009  g/l); tale soluzione è stata continuamente areata tramite una pompa 

ad aria ed il pH mantenuto al valore di 7.2. In Anguilla anguilla, la 

composizione della soluzione fisiologica è stata: NaCl (6.68  g/l), KCl (0.15 

g/l), KH2PO4 (0.05  g/l), MgSO4  (0.35 g/l), (NH4)2SO4 (0.05 g/l), Na2HPO4 

(0.227 g/l), Glucosio (1 g/l), CaCl2 (0.14 g/l) (Imbrogno et al., 2001). Il 

ringer è stato gassificato con una miscela costituita da O2 e CO2 in 

percentuale del 95.5: 0.5 % e stabilizzato ad un valore di pH compreso tra 

7.7 e 7.9 con circa 1g/l di NaHCO3. 

 

5. Misura e calcolo dei parametri cardiaci 

Il precarico e il postcarico, definiti rispettivamente come valori medi 

delle pressioni d’ingresso e d’uscita, sono stati registrati per mezzo di due 

trasduttori di pressione MP-20D (Micron Instruments, Simi Valley, CA, 

USA), collegati con rispettivi apparecchi di registrazione Unirecord 7050 

(Ugo Basile, Comerio, Italia). I trasduttori sono stati connessi a bracci 

laterali delle cannule d’ingresso e d’uscita. I valori delle pressioni così 
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misurati sono stati corretti con un fattore che tiene conto della resistenza 

delle cannule ed espresse in kPa. 

La frequenza cardiaca (HR) è stata ricavata dai tracciati di pressione 

ed espressa in battiti al minuto (batt/min). La gittata cardiaca (CO) è stata 

determinata mediante misurazione del volume del perfusato raccolto in un 

minuto nel serbatoio di uscita; i valori sono stati poi corretti tenendo conto 

della densità del ringer ed espressi come misure di volume (ml/min/Kg). La 

pressione massima (Pmax) è stata ricavata dai tracciati di pressione, 

misurando la distanza in mm che intercorre tra lo zero e il picco massimo e 

moltiplicando il valore ottenuto per il valore di conversione dello 

strumento. La pressione minima (Pmin) è stata ricavata dai tracciati di 

pressione, misurando la distanza in mm che intercorre tra lo zero e il picco 

minimo e moltiplicando il valore ottenuto per il valore di conversione dello 

strumento. La pressione media (Pmedia) è stata ottenuta dai seguenti 

calcoli: 2/3 pressione minima + 1/3 pressione massima. Il volume sistolico 

espresso in ml/Kg (Stroke Volume = CO/HR) è stato usato come indice 

della performance ventricolare; cambiamenti nello SV sono stati considerati 

effetti inotropi. Il lavoro ventricolare [Stroke Work = (postcarico-precarico) 

x SV/Peso ventricolare] è stato utilizzato come indice di funzionalità 

sistolica. 
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6. Condizioni basali di perfusione 

La perfusione è stata avviata, in condizioni basali, per un periodo di 

circa 15-20 minuti, necessari per permettere la stabilizzazione della 

performance cardiaca. I cuori che non si sono stabilizzati entro 15-20 

minuti dall’inizio della perfusione sono stati scartati. I cuori isolati sono stati 

stabilizzati alle seguenti condizioni basali:  

¾ in Rana Esculenta la pressione d’ingresso è stata regolata in modo da 

ottenere un valore di gittata cardiaca pari a 110 ml/min/Kg comparabile 

a quello in vivo in condizioni fisiologiche di riposo; la pressione di uscita 

è stata mantenuta al valore fisso di 3.92 kPa, corrispondente ad 

un’altezza del serbatoio pari a 40 cm di H2O rispetto al livello del 

liquido nella camera di perfusione; 

¾ in Anguilla anguilla è stato scelto un precarico tale da indurre una 

gittata cardiaca di 10-12 ml/min/kg di peso corporeo (Davie et al., 1992), 

un postcarico diastolico pari a 3 kPa, corrispondente ad un’altezza del 

serbatoio pari a 30 cm di H2O rispetto al livello del liquido nella camera 

di perfusione.  

I parametri cardiaci sono stati registrati per tutto il periodo della 

perfusione e il flusso è stato misurato ad intervalli di cinque minuti.  
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L’elettrostimolazione dei cuori è stata utilizzata al fine di poter 

distinguere l’azione cronotropa (variazione del battito cardiaco) ed inotropa 

(variazione della forza contrattile sistolica) di diverse sostanze a differenti 

condizioni sperimentali. L’elettrostimolazione è stata effettuata tramite un 

elettrostimolatore LE 12006. 

 

7. Composti chimici 

Vasostatina-1 (VS-1), Cromogranina-A 7-57 (CgA7-57), 2,3-

Butanedione 2-monoxime (BDM), Wortmannin, Citocalasina-D, N-(6-

aminohexil)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide (W7), Isoproterenolo 

(ISO),  Acetilcolina (ACh).  

Tutte le sostanze sono state preparate sottoforma di soluzione madre 

in acqua bidistillata (la Citocalasina-D è stata preparata in etanolo; il BDM e 

la Wortmannin in DMSO). Le soluzioni madre sono state successivamente 

diluite in ringer in modo da ottenere le concentrazioni utilizzate nei singoli 

esperimenti. 

La VS-1 ed il peptide CgA7-57 sono stati cortesemente forniti dal Dr. 

Angelo Corti dell’Istituto S. Raffaele di Milano. Il BDM, la Wortmannin e 

la W7 sono stati forniti da Calbiochem (Milano). ISO, ACh e Citocalasina-

D sono stati forniti dalla Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). 
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Gli esperimenti con Citocalasina-D, Wortmannin e W7 sono stati 

effettuati utilizzando un apparato modificato in modo da proteggere la 

sostanza dalla luce ed evitarne la degradazione. 

 

8. Protocolli sperimentali 

8.1 Curva dose-effetto  

Negli esperimenti in cui sono stati esaminati gli effetti della 

Citocalasina-D, BDM, Wortmannin e W7 a diverse concentrazioni, si è 

proceduto nel seguente modo: dopo aver avviato la perfusione con il mezzo 

di controllo per stabilizzare il cuore alle condizioni basali, sono state 

somministrate dosi crescenti delle singole sostanze. Gli effetti sui parametri 

cardiaci sono stati determinati dopo 20 minuti dalla somministrazione della 

singola dose della sostanza in esame. 

 

8.2 Effetti dei  peptidi CgA-derivati in presenza di altre sostanze 

Attraverso esperimenti preliminari abbiamo dimostrato l’identità 

qualitativa dei risultati ottenuti con la VS-1 che con il peptide CGA7-57, 

pertanto, poiché quest’ultimo peptide è di più facile reperibilità, molti degli 

esperimenti condotti sulla rana sono stati effettuati utilizzando questo 

frammento. 
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Gli effetti della VS-1 e del peptide CgA7-57 sono stati valutati dopo 

pretrattamento rispettivamente con: Citocalasina-D, BDM, Wortmannin e 

W7. In tutti i casi, dopo aver rilevato i parametri di base, è stata 

somministrata la sostanza da testare per un tempo di circa 20 minuti; quindi 

la perfusione è stata continuata con la sostanza testata (sempre alla stessa 

concentrazione) insieme al peptide, per un uguale periodo di tempo. 

In un altro set di esperimenti sono stati testati gli effetti dell’ISO e 

dell’ACh dopo trattamento con Citocalasina-D. 
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9. Inibitori della dinamica citoscheletrica utilizzati e siti d’azione specifici  

9 Citocalasina-D, inibitore specifico della polimerizzazione 

dell’actina, impedisce l’addizione dei monomeri di actina G, 

legandosi all’estremità terminale “+” dei microfilamenti dove 

l’aggiunta dei monomeri avviene velocemente e contribuisce 

all’allungamento del filamento (Calaghan et al., 2000) (Fig. 9 

A). 

9 BDM, inibitore non competitivo della miosina-ATPasi ed in 

particolare della miosina di tipo non muscolare, che agisce 

stabilizzando il complesso Miosina-ADP (Yagi et al., 1992; 

Zhao et al., 1995). I microfilamenti di actina scorrono l’uno 

sull’altro tramite interazioni con molecole di miosina, che ne 

determinano lo scorrimento grazie all’attività ATPasica 

localizzata a livello delle loro teste. Le molecole miosiniche 

sono inoltre richieste per il  mantenimento e il coordinamento 

del citoscheletro actinico con quello microtubulare (Fig. 9 B).  

9 W7, inibitore della calmodulina, proteina accessoria 

fondamentale nella regolazione del riarrangiamento 

citoscheletrico (Wang et al., 2000). Tale proteina è, infatti, 

coinvolta nella regolazione delle associazioni actina-miosina, 
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actina-actina ed in  interviene anche nel regolare le associazioni 

fra i filamenti di actina e la membrana plasmatica (Clore et al., 

1993; James et al., 1995) (Fig. 10 A). 

9 Wortmannin,  inibitore della fosfatidilinositolo 3-chinasi 

(PI3K), enzima localizzato al di sotto della membrana 

cellulare, la cui stimolazione porta all’attivazione, tramite 

fosforilazione, della proteina chinasi B, anche nota come Akt, 

responsabile anche della riorganizzazione del citoscheletro 

(Kjeken et al., 2001) (Fig. 10 B). 
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Fig. 9. Siti  target della Citocalasina-D (A) e del BDM (B) 
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10. Analisi statistica 

I risultati ottenuti sono stati espressi come media ± ES delle 

variazioni percentuali dei singoli esperimenti rispetto ai valori di controllo. 

Ogni preparato è stato trattato con una singola concentrazione della 

sostanza in esame. Poiché ciascun cuore ha rappresentato il controllo di se 

stesso, la significatività statistica delle differenze, tra la condizione test (cioè 

in presenza della sostanza) ed il controllo, è stata determinata mediante il 

test del t-Student per campioni appaiati (p<0.05). Il confronto fra gruppi è 

stato effettuato mediante test ANOVA, la significatività è stata determinata 

con il test di Duncan (§=p< 0.05) 

I risultati sono stati espressi in termini percentuali, tuttavia, la 

significatività degli effetti è stata valutata esclusivamente sui valori assoluti.  
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1. Effetti della Citocalasina-D, del BDM, della W7 e della 

Wortmannin sulla performance meccanica in condizioni basali. 

 

Il citoscheletro è una complessa trama fibrillare la cui integrità è 

importante in vari processi biologici (Rogers and Gelfand 2000). Nella 

prima parte di questa ricerca sono stati indagati gli effetti dei vari inibitori 

del network citoscheletrico sulla  performance meccanica di base dei cuori 

di Anguilla anguilla e Rana esculenta.  

Utilizzando i classici preparati di cuore isolato e perfuso di anguilla e 

rana, sono state generate le curve dose-effetto, a concentrazioni comprese 

tra 0.001 nM e 1000 nM, della Citocalasina-D (inibitore specifico della 

polimerizzazione dell’actina), del BDM (inibitore non competitivo della 

miosina-ATPasi), della W7 (inibitore della calmodulina) e della 

Wortmannin (inibitore della PI3K), (Calaghan et al., 2000; Zhao et 

al.,1995; Wang et al., 2000; Kjeken et al., 2001) (Tab. 1). 

Nel cuore di anguilla la Citocalasina-D ha ridotto significativamente la 

performance cardiaca di base alla concentrazione di 100 nM, mentre BDM, 

W7 e Wortmannin hanno mostrato un trend negativo tuttavia non 

significativo. Nel preparato di cuore di rana tutti gli inibitori utilizzati hanno 

indotto un decremento significativo del volume sistolico (SV). In 
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particolare, la Citocalasina-D e la W7 hanno determinato un effetto 

inotropo negativo significativo a partire dalla concentrazione di 10 nM, il 

BDM dalla concentrazione di 100 nM e la Wortmannin dalla 

concentrazione di 0,1 nM (Fig. 11 e 12) 

 Al fine di escludere possibili influenze sull’inotropismo dovute a 

variazioni del cronotropismo, tutti gli esperimenti sono stati condotti su 

cuori elettrostimolati. 

 

 

 

 
Tab.1  

 

 

INIBITORI CITOSCHELETRICI AZIONE 

   Citocalasina-D Inibizione della polimerizazione 
dell’actina  

Butanedione 2-monoxime (BDM) Inibizione della Miosina ATP-asi  

N-(6-aminohexil)-5-chloro-1-
naphtalenesulfonamide (W7) 

Inibizione della Calmodulina  

Wortmannin Inibizione della PI3-K  
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Fig. 11. Curva dose-effetto della Citocalasina-D e del BDM sul volume sistolico del 
cuore isolato e perfuso di anguilla e rana. I dati rappresentano i valori percentuali ± 
l’errore standard (n=4-5). Gli asterischi indicano variazioni significative rispetto ai valori 
di controllo (*=p<0.05). Le differenze statistiche sono state determinate mediante il test 
del t-Student per campioni appaiati. 
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Fig. 12. Curva dose-effetto della Wortmannin e della W7 sul volume sistolico del cuore 
isolato e perfuso di anguilla e rana. I dati rappresentano i valori percentuali  ± l’errore 
standard (n=4-5). Gli asterischi indicano variazioni significative rispetto ai valori di 
controllo (*=p<0.05). Le differenze statistiche sono state determinate mediante il test del 
t-Student per campioni appaiati. 
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2. Effetti della Citocalasina-D, del BDM, della W7 e della 

Wortmannin sull’azione cardiosoppressiva esercitata dai frammenti CgA-

derivati. 

 

Nell’indagare l’effetto degli inibitori del citoscheletro sull’azione 

cardio-soppressiva esercitata dai frammenti peptidici CgA-derivati, ciascun 

inibitore è stato testato nel range di concentrazione tale da non modificare 

la performance cardiaca di base, compatibile, cioè, con l’integrità funzionale 

dell’apparato contrattile dei miocardiociti. 

Il trattamento con Citocalasina-D ha abolito l’effetto inotropo 

negativo della VS-1 in anguilla alla concentrazione di 10 nM, e della CGA7-57 

in rana alla concentrazione di 1 nM, come indicato dalla riduzione del 

volume sistolico (SV) e  del lavoro cardiaco (SW); mentre non ha 

modificato l’effetto dei peptidi CgA-derivati a concentrazioni più basse 

(anguilla: 1 nM; rana: 0.1 nM) (Fig. 13). 

Parallelamente sono stati condotti esperimenti per testare se la 

Citocalasina-D influenza le tipiche risposte colinergiche e adrenergiche, 

indotte nei nostri preparati, rispettivamente, da agonisti quali Acetilcolina 

(ACh) e Isoproterenolo (ISO). In entrambi i preparati la Citocalasina-D (10 

nM anguilla; 1 nM rana) non ha modificato la risposta inotropa negativa 
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evocata dall’ACh; mentre nella rana non ha alterato l’effetto inotropo 

positivo indotto dall’ ISO (Fig. 14). Tali risultati suggeriscono che una 

destabilizzazione del citoscheletro actinico non influenza le classiche 

risposte adrenergiche e colinergiche. 

 

Le concentrazioni minime efficaci del BDM e della W7 sono 

risultate dipendenti dalla specie utilizzata. Infatti, mentre nel preparato di 

anguilla il trattamento con BDM e W7 ha abolito l’effetto cardio-

soppressivo esercitato dai frammenti peptidici alla concentrazione di 100 

nM, nella rana tale effetto è stato bloccato dal BDM alla concentrazione di 

10 nM e dalla W7 alla concentrazione di 1nM (Fig. 15 e 16).  

Infine, il trattamento con la Wortmannin, ha abolito l’azione cardio-

inibitoria esercitata dai frammenti peptidici, alla concentrazione di 0.01 nM 

in entrambi i preparati (Fig. 17) 
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Fig. 13. Effetti dei peptidi CGA-derivati prima e dopo trattamento con Citocalasina-D 
sul volume sistolico e lavoro cardiaco del cuore isolato e perfuso di anguilla e rana. Gli 
istogrammi rappresentano i valori percentuali ± l’errore standard (n=4-5). Gli asterischi 
indicano variazioni significative rispetto ai valori di controllo (*=p<0.05). Le differenze 
statistiche sono state determinate mediante il test del t-Student per campioni appaiati. Il 
confronto fra gruppi è stato effettuato mediante test ANOVA, la significatività 
determinata con il test di Duncan (§=p< 0.05) 
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Fig. 14. (A) Effetto dell’Acetilcolina prima e dopo trattamento con Citocalasina-D sul 
volume sistolico del cuore isolato e perfuso di anguilla e rana.  (B) effetto 
dell’Isoproterenolo (1nM) prima e dopo trattamento con Citocalasina-D (10nM) sul 
volume sistolico del cuore isolato e perfuso di rana. Gli istogrammi rappresentano i 
valori percentuali ± l’errore standard (n=4-5). Gli asterischi indicano variazioni 
significative rispetto ai valori di controllo (*=p<0.05). Le differenze statistiche sono state 
determinate mediante il test del t-student per campioni appaiati 
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Fig. 15. Effetti dei peptidi CGA-derivati prima e dopo trattamento con BDM sul volume 
sistolico e lavoro cardiaco del cuore isolato e perfuso di anguilla e rana. Gli istogrammi 
rappresentano i valori percentuali ± l’errore standard (n=4). Gli asterischi indicano 
variazioni significative rispetto ai valori di controllo (*=p<0.05). Le differenze statistiche 
sono state determinate mediante il test del t-Student per campioni appaiati. Il confronto 
fra gruppi è stato effettuato mediante test ANOVA, la significatività determinata con il 
test di Duncan (§=p< 0.05) 
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Fig. 16. Effetti dei peptidi CGA-derivati prima e dopo trattamento con W7 sul volume 
sistolico e lavoro cardiaco del cuore isolato e perfuso di anguilla e rana. Gli istogrammi 
rappresentano i valori percentuali ± l’errore standard (n=4). Gli asterischi indicano 
variazioni significative rispetto ai valori di controllo (*=p<0.05). Le differenze statistiche 
sono state determinate mediante il test del t-Student per campioni appaiati. Il confronto 
fra gruppi è stato effettuato mediante test ANOVA, la significatività determinata con il 
test di Duncan (§=p< 0.05) 
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Fig. 17. Effetti dei peptidi CGA-derivati prima e dopo trattamento con Wortmannin sul 
volume sistolico e lavoro cardiaco del cuore isolato e perfuso di anguilla e rana. Gli 
istogrammi rappresentano i valori percentuali ± l’errore standard (n=4). Gli asterischi 
indicano variazioni significative rispetto ai valori di controllo (*=p<0.05). Le differenze 
statistiche sono state determinate mediante il test del t-Student per campioni appaiati. Il 
confronto fra gruppi è stato effettuato mediante test ANOVA, la significatività 
determinata con il test di Duncan (§=p< 0.05). 
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Questo studio ha analizzato il ruolo del citoscheletro nella 

modulazione della performance cardiaca indotta dai frammenti peptidici 

CgA-derivati, nel preparato in vitro di cuore di Anguilla anguilla  e Rana 

esculenta. 

Il citoscheletro, complessa trama fibrillare citoplasmatica, fornisce un 

supporto strutturale e garantisce la compartimentalizzazione dei 

componenti cellulari. Esso gioca un ruolo fondamentale in vari processi 

biologici, quali, ad esempio, la sintesi proteica, il traffico intracellulare, il 

trasporto di organuli all’interno della cellula (Rogers and Gelfand, 2000), 

nonché la modulazione di vie di trasduzione del segnale (Rasenik et al., 

1981; 1990; Janmey 1998; Gundersen e Cook, 1999; Katz, 2000) e di canali 

ionici quali quelli al Ca2+, al Na+ ed al K+ (Rogers e Gelfand, 2000; Watson 

et al., 1992). Esso è coinvolto in diverse patologie cardiache che includono 

l’ipertrofia e l’infarto del miocardio (Ganote and Armstrong, 1993; Borg et 

al., 2000; Schaper and Kostin, 2000) ed è, inoltre, implicato nella 

regolazione funzionale della muscolatura liscia cardiaca e dei fibroblasti 

(Kamkin et al., 2001, 2003).  

I risultati ottenuti in questo lavoro di tesi hanno dimostrato che nei 

preparati di cuore isolato e perfuso di Anguilla anguilla e Rana esculenta in 

condizioni basali, il trattamento con inibitori della dinamica citoscheletrica 
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quali Citocalasina-D, BDM, Wortmannin e W7, inducono un decremento 

del volume sistolico, esercitando, in un range di concentrazione dell’ordine 

nanomolare, un azione cardiosoppressiva. Questi dati sono risultati in 

accordo con quanto riportato nei mammiferi. Per esempio, è stato 

osservato che il trattamento con Citocalasina-D riduce la contrattilità 

miocardica in cardiomiociti di ratto (Calaghan et al., 2004; Undrovinas e 

Maltsev 1998; Howarth et al., 1998), sebbene tale effetto sia stato attribuito 

ad una distruzione selettiva dei microfilamenti di actina per interazione 

della Citocalasina-D sia con l’actina citoscheletrica (Undrovinas e Maltsev, 

1998) che con l’actina sarcomerica dei filamenti sottili (Calaghan et al., 

2004; Howarth et al., 1998). A tal proposito è importante sottolineare che 

nel nostro studio, ciascun inibitore è stato testato in un range di 

concentrazione compatibile con l’integrità funzionale dell’apparato 

contrattile dei miocardiociti. In letteratura è riportato che gli effetti della 

Wortmannin sulla regolazione del calcio dipendono dal tipo cellulare 

considerato. Infatti, mentre in cellule muscolari lisce bovine la Wortmannin 

non influenza la corrente al calcio (Ethier e Madison 2002), in cellule 

muscolari scheletriche essa riduce la mobilizzazione del calcio dal reticolo 

sarcoplasmatico, esercitando così un effetto inibitorio sull’accoppiamento 

eccitazione-contrazione (Hong et al., 1998). E’ ben noto il ruolo della W7 
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come potente inibitore della contrazione muscolare sia scheletrica che 

cardiaca (per referenze vedi Adhikari e Wang 2004). Infine, studi condotti 

in fibre muscolari di rana (Rassier e Herzog 2004; Sun et al., 1995) e 

miofibrille di coniglio (Tesi et al., 2002) hanno evidenziato una riduzione 

della forza isometrica dipendente dal BDM. 

 

I risultati di questa ricerca hanno evidenziato che il trattamento con 

Citocalasina-D, BDM, Wortmannin e W7 abolisce la risposta inotropa 

negativa indotta dai peptidi CgA-derivati. E’ interessante notare che la 

Citocalasina-D, alla concentrazione utilizzata, non modifica le classiche 

risposte adrenergiche e colinergiche. Tali risultati sono in accordo con 

quanto riportato da Bloch e collaboratori (2001) i quali hanno dimostrato 

che in cardiomiociti embrionali di topo il trattamento con concentrazioni 

micromolari di Citocalasina-D non influenza la stimolazione della corrente 

al calcio, indotta dall’ISO. Gli stessi autori, tuttavia, hanno anche osservato 

che alle stesse dosi la Citocalasina-D blocca la classica risposta alla 

stimolazione colinergica. Ciò sembra contrastare con i risultati da noi 

ottenuti in cui la risposta inotropa indotta dall’ACh non risulta influenzata 

da concentrazioni nanomolari di Citocalasina-D. Questo potrebbe trovare 

spiegazione nella diversa concentrazione di inibitore utilizzata (nanomolare 
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o micromolare) o nel diverso arrangiamento spaziale delle componenti 

delle cascate trasduzionali in cardiomiociti embrionali e nel preparato di 

cuore intero, quale quello da noi utilizzato in questo studio. 

In letteratura nulla è riportato circa l’eventuale interazione delle VSs 

con il citoscheletro, fatta eccezione per alcune osservazioni preliminari, 

condotte sui miocardiociti di ratto, che mostrano una polimerizzazione 

dell’actina dipendente dalla VS-1, e che suggeriscono un coinvolgimento del 

peptide nella modulazione del network dei microfilamenti actinici 

(Angelone et al., Latina 2004).  

E’ stato osservato, nelle cellule endoteliali dell’arteria polmonare e 

delle coronarie bovine, che la VS1 inibisce la fosforilazione della p38 MAP 

kinasi attivata dal fattore di necrosi tumorale (TNF α) (Blois et al, 2006). 

Poiché è ben noto che il TNF α induce riorganizzazione dell’actina 

citoscheletrica (Goldblum et al 1993), è lecito ipotizzare un meccanismo 

d’azione dei peptidi che ne preveda l’internalizzazione attraverso il 

citoscheletro. Questa assunzione è supportata dai presenti risultati che 

mostrano che il trattamento con Citocalasina-D, inibitore specifico della 

polimerizzazione dell’actina e con BDM, inibitore non competitivo della 

miosina ATPasi, abolisce l’azione cardioinibitoria delle VSs. 
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Attualmente non sono noti recettori o siti d’azione specifici per le 

VSs (Helle et al., 2001), sebbene domini di membrana specifici sono stati 

riportati per la CgA1-40 e CgA1-78 nelle cellule paratiroidi bovine (Russell et al. 

1994) e nelle cellule muscolari lisce di aorta bovina (Angeletti et al. 1994). 

E’ riportato che le VSs potrebbero attivare pathways di trasduzione dei 

segnali inter- e/o intracellulari attraverso una perturbazione della membrana 

cellulare a seguito dell’interazione della porzione lipofilica del peptide con 

domini presenti sul bilayer lipidico. A livello strutturale, infatti, i domini 

idrofobici di tali frammenti peptidici conferiscono loro l’abilità a interagire 

con lo strato lipidico delle membrane e a penetrare all’interno della cellula 

(Lugardon et al., 2000; Maget-Dana et al., 2002; Metz-Boutigue et al., 

2003). A tal proposito è stato recentemente dimostrato che la VS-1 è in 

grado di interagire con fosfolipidi di membrana come la fosfatidilserina 

(Bloise et al., 2006).   

Sulla scorta dei nostri risultati non è possibile definire il tipo di 

legame tramite il quale le VSs interagiscono con il citoscheletro. Studi 

recenti condotti su miocardiociti di ratto adulto, hanno evidenziato, tramite 

l’utilizzo di VS-1 coniugata con oro, che il peptide si trova localizzato 

all’esterno della cellula, suggerendo una interazione con i componenti della 

matrice extracellulare (ECM) (Di Felice et al., 2006). Una ipotesi potrebbe 
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riguardare l’eventuale interazione delle VSs con le integrine. Il legame, 

infatti, tra il recettore integrinico ed il ligando extracellulare induce 

cambiamenti conformazionali nel complesso proteico che può così 

interagire con elementi del citoscheletro. Caratteristica importante di molte 

integrine (o probabilmente tutte) è che queste molecole vanno incontro a 

fenomeni di attivazione recettoriale; è ormai chiaro, infatti, che le integrine 

sono molto più di semplici proteine aventi funzione di “adesione cellulare” 

in quanto rappresentano dei veri e propri recettori capaci di trasdurre 

segnali intracellulari. A tale riguardo due domini putativi della VS-1 

possono essere presi in considerazione per il loro ipotetico legame con la 

membrana o la ECM: un dominio con una netta carica positiva tra i residui 

47-70 e la sequenza tripeptidica RGD (Arg-Gly-Asp) a livello dei residui 43-

45 (Di Felice et al., 2006). Quest’ultimo dominio rappresenta il sito 

specifico di riconoscimento di molte integrine con il loro ligando. 

Si potrebbe anche ipotizzare che le VSs inducano cascate 

intracellulari attraverso l’attivazione della cascata PI3K-Proteina chinasi B 

(Akt). Una attiva partecipazione di questa chinasi è stata ad esempio  

suggerita nelle vie di trasduzione dei segnali attivate dalle molecole 

integriniche; quest’ultime, infatti, interagiscono con molecole trasmembrana 

e/o intracellulari dotate di attività tirosino-kinasica. Questi “enzimi attivati”, 
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a loro volta, agiscono a valle attivando la PI3K, contribuendo così a 

propagare il segnale all’interno della cellula (Shattil e Brugge 1991). 

Sebbene il ruolo della Akt durante l’attivazione integrinica non sia ancora 

completamente chiaro, ben noto in letteratura è, invece, il suo intervento 

nella regolazione della NOS endoteliale (eNOS), della quale induce 

attivazione tramite fosforilazione del residuo di Ser 1179, con conseguente 

produzione di NO (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999) (per 

maggiori dettagli vedi scheda di approfondimento). A tal proposito, Gallo e 

collaboratori hanno recentemente osservato, in muscoli papillari di ratto, 

che l’effetto anti-adrenergico indotto dalla VS-1 è dovuto ad un rilascio 

endoteliale di NO dipendente dall’attivazione della PI3K e conseguente 

produzione di Akt (dati non pubblicati). Ciò risulta di particolare interesse 

in relazione al ruolo dello NO come mediatore dell’effetto 

cardiosoppressivo indotto dalla VS-1 in preparati di cuore isolato e perfuso 

di anguilla (Imbrogno et al., 2004). Si potrebbe ipotizzare, quindi, che 

nell’anguilla la VS-1 attivi la NOS, e di conseguenza la produzione di NO, 

tramite un meccanismo d’azione che prevede l’attivazione della Akt. 

Maniatis e collaboratori (2006) hanno ipotizzato un meccanismo 

molecolare alla base dell’attivazione della eNOS, che coinvolge una 

endocitosi mediata da caveole, siti di sequestro di molecole “segnale” tra cui 



                                                                                                                Discussione 
 

Ruolo del citoscheletro actinico nell’effetto inotropo negativo indotto dai peptidi CgA-derivati  
nel cuore di Anguilla anguilla e Rana esculenta 

76

la eNOS (Balligand et al., 2000), e conseguente attivazione della cascata Src-

PI3K-Akt. In questa prospettiva, il primo evento della cascata 

intracitoplasmatica indotta dalle VSs, responsabile dell’effetto 

cardiosoppressivo osservato, potrebbe essere rappresentato da una 

internalizzazione in strutture quali i caveosomi (endosomi contenenti 

caveolina-1) a livello di membrana (Pelkmans et al., 2001; Pelkmans e 

Helenius 2002; Upla et al., 2004). 

I nostri dati non ci permettono di escludere comunque la presenza di 

recettori specifici per i peptidi CgA-derivati o una eventuale interazione con 

recettori “scavenger”. Quest’ultimi rappresentano proteine integrali di 

membrana che mediano l’endocitosi di polianioni macromolecolari e che 

sono stati descritti e caratterizzati nell’endotelio endocardico di alcuni 

teleostei (Seternes 2001). 

.  

In conclusione, i dati presentati in questo lavoro hanno messo in 

evidenza che nel cuore di anguilla e di rana l’integrità del citoscheletro 

actinico è una condizione essenziale perché i peptidi CgA-derivati possano 

esercitare i loro effetti cardiosoppressivi.  

Sebbene il meccanismo d’azione delle VSs rimane ancora da 

chiarire, tali dati rappresentano un ulteriore aspetto di uniformità nella 
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risposta a tali peptidi nel cuore delle due specie utilizzate, che potrebbero 

fornire la base per studi futuri mirati a delucidare i meccanismi d’azione 

molecolari di questi agenti cardioattivi. A tal proposito  sarebbe interessante 

esplorare l’eventuale ruolo di proteine regolatrici dell'interazione 

membrana plasmatica-citoscheletro quali le Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) 

(Bretscher et al., 2000) e di fosfoproteine coinvolte nella comunicazione 

intercellulare, quali ad esempio le connessine (Sàez et al., 2003).  
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SCHEDA DI APPROFONDIMENTO 

Cascata di trasduzione PI3K-Akt ed attivazione della eNOS 

 

La fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K) è un enzima localizzato al di 

sotto della membrana cellulare. Esso sintetizza Fosfatil Inositolo 3,4,5 tris-

fosfato (PIP3) che in quanto tale “arruola” sulla membrana cellulare, tramite 

fosforilazione, la proteina chinasi B (PKB), una Serina/Treonina Chinasi 

nota anche come Akt. La Akt è stata individuata in linfomi di cellule T di 

roditori come enzima codificato dall’RNA di un retrovirus, denominato 

AKT (Akute Trasforming), la cui controparte cellulare fu presto identificata 

nell’uomo e denominata PKB. Per essere completamente attiva la Akt 

richiede fosforilazione, oltre che dal PIP3, anche da altre proteine chinasi 

(P-inositol Dipendent Kinase: PDK1 e PDK2). Il processo è transiente, 

poichè esiste una PIP3-fosfatasi, che rimuove il fosfato dalla posizione 5, 

annullando il possibile “arruolamento” della proteina Akt (Hodgkinson et 

al., 2002).  

Come ampiamente evidenziato la PKB o Akt è responsabile della 

riorganizzazione del citoscheletro (Kjeken et al., 2001; Del Turco e De 

Caterina 2003). Inoltre, poiché essa determina fosforilazione di una serie di 

substrati, è stato ipotizzato un suo importante ruolo in diverse cascate 
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trasduzionali. Ad esempio, essa gioca un ruolo fondamentale nel processo a 

cascata generato dall’insulina, attraverso una fosforilazione della glicogeno 

sintasi chinasi 3 (GSK3), nonché fosforila e attiva la S6 chinasi (S6K), 

enzima specifico per le subunità S-6 dei ribosomi, con conseguente 

incremento della sintesi proteica (Duchene et al., 2006). La Akt regola, 

inoltre, il ciclo cellulare attivando l’E2F, fattore di trascrizione di norma 

legato alla proteina retinoblastoma (Rb) (Chaussepied and Ginsberg 2004). 

L’attivazione di Akt determina anche un blocco dell’apoptosi (Vesely et al., 

2006); infatti, è stato osservato che cellule esposte ai raggi UV e 

contemporaneamente attivate in Akt non entrano in apoptosi.  

Nella Fig. 19 sono indicati alcuni meccanismi di attivazione della Akt 

e dei conseguenti effetti intracellulari. 
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Fig.19. Meccanismi di attivazione della Akt e conseguenti effetti intracellulari.  
 
 
Nella banca dati circa i possibili substrati della Akt è stata 

recentemente individuata l’isoforma endoteliale della NOS (eNOS), la 

quale viene attivata tramite fosforilazione del residuo di Ser 1179, cui 

consegue una maggiore affinità della eNOS per la calmodulina e aumento 

della produzione di NO (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999) (Fig. 

19). E’ stato riportato che l’insulina, il fattore di crescita insulino-simile 

(IGF-1), gli estrogeni e lo shear stress possono incrementare la produzione 

di NO da parte dell’endotelio senza aumentare i livelli di calcio 

intracellulari (Hartell et al., 2005; Shaul 2002); un meccanismo che 
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potrebbe trovare spiegazione in una fosforilazione della NOS da parte della 

Akt.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19. Rappresentazione schematica delle vie di trasduzione del segnale che 
conivolgono il sistema Akt-eNOS (Gramatikoff  K., 2002).  
 

E’ bene noto che nei mammiferi lo NO, rilasciato dall’endotelio e/o 

prodotto direttamente dai cardiomiociti, è un importante mediatore di 

stimoli sia chimici che fisici all’interno della cellula (Kelly et al., 1996; Shash 

e McCarthy 2000). Ciò è stato ampiamente evidenziato anche nei vertebrati 
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non-mammiferi dal gruppo di ricerca di fisiologia cardiovascolare 

dell’Unical (Gattuso et al., 1999; 2002; Imbrogno et al., 2001; 2003; 2004). 

In particolare, Imbrogno e collaboratori (2001; 2003; 2004) hanno 

osservato che nel teleosteo Anguilla anguilla lo NO, media gli effetti 

inotropi indotti da fattori cardioattivi quali l’Acetilcolina, l’Angiotensina II e 

la VS-1. Inoltre, esso svolge un ruolo fondamentale nel favorire la risposta 

agli incrementi di precarico (Legge di Starling), sebbene il meccanismo 

specifico attraverso il quale l’aumento del precarico induce il rilascio di 

NO, nonché il suo specifico sito d’azione non siano ancora completamente 

chiari. Recentemente è stato suggerito che l’attivazione della eNOS indotta 

da stimoli meccanici avviene attraverso un pathway di trasduzione mediato 

dalla cascata tirosina chinasi-PI3K-Akt, che coinvolge le caveole di 

membrana e il citoscheletro (per referenze vedi Casadei and Sears, 2003; 

Maniatis et al., 2006). Si potrebbe quindi ipotizzare che anche nei preparati 

di cuore isolato e perfuso di anguilla, il rilascio di NO indotto dall’aumento 

del precarico e la conseguente modulazione della risposta di Starling, 

avvenga attraverso un meccanismo mediato dalla Akt. 

Sebbene il coinvolgimento della Akt nei meccanismi d’azione attivati 

da stimoli meccanici e/o da fattori cardioattivi non sia ancora 

completamente chiaro, queste emergenti evidenze sottolineano il ruolo 
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chiave di questa proteina come fattore sul quale convergono, e da qui 

successivamente smistati, diversi segnali all’interno della cellula (vedi Fig. 

19), fornendo un valido supporto per gli studi mirati a delucidare specifiche 

vie di trasduzione del segnale. 
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