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Il processo di una scoperta scientifica è, in effetti, un continuo conflitto di 
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La Cromogranina A (CGA), membro della famiglia delle granine, 

rappresenta la maggiore proteina solubile co-sintetizzata e co-rilasciata 

con le catecolamine nei granuli secretori delle cellule cromaffini (Banks 

and Helle, 1965). Essa è rilasciata mediante esocitosi ed è rapidamente 

processata da pro-ormone convertasi e da altre proteasi in maniera 

tessuto-specifica (Metz-Boutigue et al., 1993), dando origine a diversi 

peptidi con importanti attività biologiche.

La Vasostatina-1 (VS-1) e la Vasostatina-2 (VS-2), corrispondenti 

rispettivamente ai polipeptidi CGA 1-76 e CGA 1-113, derivano dal 

clivaggio del primo e secondo paio di aminoacidi basici del dominio N-

terminale della CGA. Essi sono stati chiamati con il termine di 

Vasostatine (VSs) per la loro capacità di regolare la pressione sanguigna 

sia a livello arterioso che venoso, riducendo la vasocostrizione indotta da 

concentrazioni elevate di potassio e da agonisti come noradrenalina ed 

endotelina (Aardal e Helle, 1992; Angeletti et al., 1994). 

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

In letteratura sono riportati dati che ne mostrano gli 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., 

2006). In particolare, nel cuore di ratto isolato e perfuso secondo 
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Langendorff la vasostatina ricombinante umana (hrVS-1-78) induce effetti 

inotropi negativi e antagonizza l’inotropismo positivo dipendente dalla 

stimolazione β-adrenergica con un antagonismo di tipo non competitivo 

(Cerra et al., 2006).

Uno studio recente ha dimostrato in estratti di cuore di ratto la 

presenza di frammenti N-terminali CGA-derivati, tra i quali peptidi 

comprendenti la sequenza della VS-1 e della VS-2 nel dominio 1-199 

della CGA (Glattard et al., 2006).

Precedentemente, Metz-Boutigue e collaboratori (1993) avevano 

suggerito l’esistenza di un sito dibasico in posizione 64-65 che 

rappresenta un putativo sito di clivaggio. E’ stato quindi ipotizzato che nel 

cuore di ratto, il peptide prodotto corrispondente alla hrVS-1, sia il 

frammento 1-64. 

Partento da queste premesse, scopo di questa ricerca è stato quello 

di investigare gli effetti del peptide CGA1-64 di ratto sul cuore di ratto sia 

in condizioni basali che sotto stimolazione adrenergica. In particolare, si è 

voluto esaminare gli effetti del peptide di ratto CGA1-64 in presenza di 

modificazioni strutturali, quali la presenza del ponte disolfuro (S-S), 

l’assenza del ponte disolfuro e la forma ossidata. E’ stato inoltre studiato 

il meccanismo d’azione che è alla base degli effetti del frammento rCGA1-
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64, usando gli antagonisti delle proteine Gi/0, della fosfatidilinositolo-3-

chinasi (PI3-K) e del sistema NO-cGMP-PKG. 
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Experimental evidences suggest that Chromogranin A (CGA) plays 

an intracellular role in secretory vesicle biogenesis and an extracellular 

function as a prohormone for shorter fragments postulated to have 

regulatory properties (Helle and Aunis, 2000).

In the rat heart, CGA is stored in non-adrenergic myoendocrine atrial 

cells containing atrial natriuretic peptide (Steiner et al., 1990) and in 

Purkinje fibres of the rat atrium and ventricle (Weiergraber et al., 2000). 

Four vasostatin-containing CgA peptides have recently been extracted 

from the rat heart, CgA4–113, CgA1–124, CgA1–135 and CgA1–199, in 

addition to intact CgA and larger sized fragments containing the C-

terminus (Glattard er al., 2006), indicating a less extensive CgA 

processing in the rat heart than in the rat adrenal medulla. Recently, 

Pieroni and co-workers (2007) have demonstrated that CgA is produced 

by human myocardium, thus representing a key player in neuroendocrine 

regulation of cardiac function and a potential therapeutic target in heart 

failure.

Using isolated and perfused Langendorff rat heart preparation, we 

demonstrated that rCGA1-64 with disulfide-bridge induces negative 

inotropism and lusitropim starting from 33 nM. This action is associated 

with significantly vasodilation which starts at 33 nM. The structure-
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function relationship study shows that the di-solphide bridge is necessary 

for the cardiotropic action, because rCGA1-64 without S-S has a small 

cardiotropie effect, while the oxidized peptide hasn’t any effect.

The cardiac activity of CGA1-64 was compared with that of human 

recombinant VS (CGA1-76). It appeared that the two peptides have a 

camparable effects. A differences was observed on the coronary pressure 

which was decreased by the rat peptide while it was not changed by the 

human fragment. 

All three CGA peptides are able to counteract the adrenergic 

stimulation with a non competitive type of antagonism, showing the 

following order of potency: rCGA with S-S> rCGA without S-S=rCGA 

oxidized. 

The study of the mechanism of action of rCGA1-64 shows that the 

peptide induces negative inotropism and lusitropism by NO-cGMP-PKG 

pathway, Gi/Go protein and Wortmannin (IP3K inhibitor) dependent 

mechanism. Also vasodilation was NO dependent. 

Moreover rCGa1-64 is able to counteract the positive inotropism and 

the potent vasoconstriction induced by ET-1. 

The data from this work confirm the hypothesis that VS peptides, 

also produced by the heart (human, rat), can be considered important 
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endocrine and/or paracrine homeostatic regulators of the cardiovascular 

system, both under basal conditions and in the presence of stress (i.e. 

adrenergic, ET-1).
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1. Le Cromogranine

Le Cromogranine appartengono a una famiglia di proteine 

altamente acide localizzate nei granuli secretori di cellule neuronali e 

neuroendocrine (Eiden et al., 1987; Huttner et al., 1991;Winkler and 

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 sono prodotte da geni distinti e 

sono caratterizzate da un eccesso di residui aminoacidici acidi con 

conseguente carica negativa netta (Helle 2004).

La cromogranina A (CGA), (48 kDa), il primo membro della 

famiglia delle granine ad essere stato identificato, è una proteina legante il 

calcio che si trova in molte cellule endocrine. Originariamente identificata 

come una delle maggiori proteine granulari solubili, è co-sintetizzata e co-

rilasciata con le catecolamine nei granuli cromaffini della midollare del 

surrene (Banks and Helle, 1965) La CGA è costituita da 449 residui 

aminoacidici di cui i primi diciotto rappresentano la sequenza segnale 

responsabile del passaggio della proteina nascente attraverso la membrana 

del reticolo endoplasmatico rugoso (Strub et al., 1997).
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La CGA ha un punto isoelettrico di circa 5, dovuto ad un elevato 

contenuto di acido glutammico. L’abbondanza di coppie di aminoacidi 

con residui basici, distribuiti abbondantemente nella parte carbossi-

terminale, rappresenta un potenziale sito proteolitico per proteasi 

specifiche, la cui azione produce frammenti CGA-derivati i quali 

possiedono funzioni biologiche (Strub et al., 1997).

La parte amino-terminale possiede un ponte disolfuro formato da 

due residui di cisteina in posizione 17 e 38 che appare importante per le 

diverse attività biologiche della CGA.

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 a livello delle 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 e la lunga storia 

filogenetica di questa proteina (Helle e Angeletti 1994). Il confronto delle 

sequenze della CGA di ratto con quelle bovine ed umane ha rilevato la 

presenza di tre domini altamente conservati. L’estremità N-terminale della 

CGA di ratto (1-76) mostra una similitudine dello 85% e una omologia 

del 93% con la sequenza bovina, mentre con la sequenza umana 
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rispettivamente 86% e 94%. Il dominio (94-106) possiede 84% di identità 

e 92% di omologia con la sequenza della CGA sia umana che bovina. Il 

dominio C-terminale della CGA di ratto (334-448) presenta un’identità 

pari allo 88% e un’omologia del 98% con lo stesso dominio della CGA 

bovina, mentre con quello umano rispettivamente il 91% e 96% (Higgins, 

1994). (Fig. 2)

Fig.1. Analisi della struttura primaria della CGA. Confronto delle sequenze della 
CGA di ratto (r), bovina (b) e umana (h). Le sequenze sottolineate 
corrispondono alle regioni altamente conservate.
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La CGA e i suoi frammenti sono rilasciati nel flusso sanguigno 

(Nobels et al., 1998): normalmente nei mammiferi i livelli di CGA nel 

plasma sono equivalenti a 1-4 nM; 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). In particolare, nei pazienti con malattie cardiache 

croniche, queste elevate concentrazioni sono correlate con la severità della 

malattia, rappresentando un indicatore prognostico di mortalità (Ceconi e 

al., 2002). Inoltre, un recente studio ha dimostrato per la prima volta la 

produzione e il rilascio di CGA dal ventricolo umano che, in soggetti 

infartuati, contribuisce a incrementare i livelli di CGA plasmatici (Pieroni 

et al., 2007). Questi dati enfatizzano l’importanza della CGA nella 

biologia cardiaca.

Evidenze sperimentali suggeriscono che la CGA è coinvolta in 

numerose funzioni biologiche intra ed extra-cellulari (Hutton et al., 1987; 

Rosa et al., 1985; Natori e Huttner 1996). A tal proposito Kim e 
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collaboratori (2001) hanno dimostrato, a livello intracellulare, un 

coinvolgimento di tale proteina nella biogenesi dei granuli secretori 

agendo sui geni coinvolti in tale processo, soprattutto a livello post-

trascrizionale. E’ stato visto, infatti, che la soppressione della sintesi di 

CGA nelle cellule causa la scomparsa delle proteine nei granuli secretori, 

ma non degli mRNAs che codificano i geni da essa regolati (Kim et al., 

2003).

A livello extracellulare, la CGA possiede una attività biologica di 

tipo pro-ormonale, dedotta dall’identificazione di diversi siti di clivaggio 

nella sequenza primaria per un potenziale processo proteolitico (Metz-

Boutigue et al., 1993). In particolare, la CGA è clivata da proteasi tessuto-

specifico, e ciò da origine a peptidi biologicamente attivi che possono 

agire in modo autocrino, paracrino ed endocrino (Parmer and Miles, 

1998). Precisamente, da essa originano peptidi come la pancreastastina 

(CGA240-288), la parastatina (CGA347-419), la catestatina (CGA344-364) e le 

vasostatine (CGA1-76, CGA1-113) (Helle e Angeletti 1994). (Fig. 1)

I peptidi biologicamente attivi sono prevalentemente localizzati nei 

domini N- e C-terminali della CGA (Angeletti et al., 1996). È 

documentato che il processo proteolitico della CGA è sia tessuto che 

specie specifico (Curry et al., 1991; Watkinson et al., 1991). Di 
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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 frammenti strutturalmente differenti 

(Eiden .1987; Huttner e Benedum 1987).
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Fig. 2. 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

I peptidi N-terminali CGA1-76 e CGA1-113 vengono chiamati 

rispettivamente con il termine di Vasostatina 1 (VS-1) e di Vasostatina 2 

(VS-2) a causa della loro attività vasosoppressiva sui vasi sanguigni 

isolati umani (Aardal e Helle, 1992; Aardal et al., 1993). La VS-1 

corrisponde al dominio della CGA maggiormente conservato fra 

vertebrati quali l’uomo (Konecki et al., 1987), il maiale (Iacangelo e 

Okayama, 1988), il ratto (Parmer et al., 1989) e il cavallo (Sato et al., 

2000). La VS-2 deriva dal clivaggio della seconda coppia di residui 

aminoacidici basici del dominio N-terminale della CGA sia dell’uomo che 

degli animali domestici (Hutton et al., 1987). Fra le diverse forme di 

Vasostatine (VSs) generate nella matrice dei granuli cromaffini e 

rilasciate con le catecolammine, oltre alla VS-1 e VS-2, sono prodotti 

piccoli peptidi come CGA1-40, CGA4-16, CGA4-57, CGA47-66 e CGA67-76

(Metz-Boutigue et al., 1993). 

Sulla base delle loro attività vasoinibitoria (Aardal e Helle, 1992; 

Angeletti et al., 1994), le VSs sono state postulate come molecole 

stabilizzatrici dell’omeostasi cardio-circolatoria, proteggendo il sistema 

vascolare da intensi stimoli eccitatori come quelli che si osservano in 

risposte da stress (Helle end Angioletti, 1998). Questi peptidi inibiscono 
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la contrazione vascolare evocata nei preparati di segmenti di vena safena 

umana sia dall’elevata concentrazione di ioni potassio che da agonisti 

come la noradrenalina e l’endotelina (Aardal e Helle, 1992).

Evidenze sperimentali suggeriscono che la VS agisce come un 

peptide regolatore multifunzionale, che esercita effetti inibitori nella via 

autocrina, paracrina e nel meccanismo endocrino. I loro effetti dipendono 

dalla concentrazione del peptide presente sia in situ che nelle cellule e nei 

tessuti bersaglio (Helle et al., 2001). In aggiunta alla funzione autocrina 

svolta a livello delle cellule paratiroidee (Angeletti et al., 1996, 2000), è 

stato suggerito il ruolo importante che questo frammento gioca 

nell’immunità innata a causa della sua presenza nei fluidi infiammatori e 

nelle secrezioni delle cellule immunitarie, come i neutrofili 

polimorfonucleati (PMN) (Corti et al., 1997). 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). La VS, inoltre, modula l’interazione proadesiva dei fibroblasti 

(Gasparri et al., 1997; Ratti et al., 2000) attraverso la regione 47-78, 

contenente una struttura ad α-elica anfipatica seguita da una sequenza 

aminoacidica simile a quella dell’ezrin-radixin-moesin (ERM). Tale 

regione potrebbe essere responsabile dell’interazione con la membrana 
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cellulare e con l’ezrin, rappresentando un nuovo meccanismo di 

regolazione per l’adesione cellulare (Dondossola et al., 2007). In più, la 

VS è candidata come regolatore omeostatico del sistema cardiovascolare. 

Difatti, essa controbilancia le risposte indotte da stress circolatorio ed, 

attraverso una riduzione del tono del muscolo liscio vasale, mantiene 

costante il flusso di sangue in un determinato distretto (Helle e Angeletti 

1994; Helle et al., 2001). 

Recentemente, sono stati documentati gli effetti cardiosoppressivi 

dei peptidi N-terminali derivati dalla CGA nel cuore dei vertebrati (Tota 

et al., 2004). In particolare, nei preparati cardiaci di anguilla e di rana si è 

mostrato che tali peptidi esercitano un effetto inotropo negativo e 

aboliscono l’effetto inotropo positivo β-adrenergico (Corti et al., 2002; 

Tota et al., 2004). Nel cuore isolato e perfuso di ratto secondo 

Langendorff, la VS-1 umana (hrVS-1) esercita un effetto inotropo (Cerra 

et 2006) e lusitropico (Pieroni et al., 2007) negativo in condizioni basali 

indipendente dalla reattività coronaria, e contrasta l’inotropismo e il 

lusiropismo positivo β-adrenergico-dipendente. In particolare, la hrVS-1 

blocca la stimolazione β-adrenergica con un antagonismo di tipo non 

competitivo (Cerra et al., 2006). 
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L’analisi struttura-funzione ha rivelato anche l’importanza 

funzionale e l’alta conservazione filogenetica dei domini CGA1-40 e CGA7-

57, sia nell’indurre l’effetto inotropo negativo che nel contrastare la 

stimolazione β-adrenergica (Corti et al., 2002; Imbrogno et al., 2004).

Un recente studio condotto da Cappello e collaboratori (2007) ha 

dimostrato, nel cuore di ratto, che l’effetto inotropo negativo intotto dalla 

hrVS-1 coinvolge la cascata trasduzionale dell’NO, fornendo nuove 

informazioni sul meccanismo d’azione di questo peptide CGA-derivato. 

Tale coinvolgimento suggerisce la possibilità che la hrVS-1 esercita 

un’azione protettiva. Infatti, il blocco di eNOS in presenza della hrVS-1 

abolisce l’effetto protettivo. Nello stesso lavoro è stata riportata 

l’implicazione del recettore dell’adenosina A1 come secondo pathway 

nella protezione cardiaca della hrVS-1. Infatti, dati di letteratura mostrano 

che l’attivazione del recettore per l’adenosina A1, e la conseguente 

attivazione della proteina chinasi C (PKC), possono innescare il 

precondizionamento (Yellow e Downey 2003). Tuttavia, i dati mostrano 

che il blocco dell’eNOS e della PKC in presenza della hrVS-1 previene 

gli effetti di un infarto di lieve entità, mentre il blocco del recettore 

dell’adenosina A1 inibisce solo parzialmente questo effetto protettivo.
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Nel cuore di ratto, la CGA è immagazzinata nei granuli secretori 

delle cellule mioendocrine atriali con il peptide natriuretico atriale 

(Steiner et al., 1990) e nelle cellule delle fibre del Purkinje del sistema di 

conduzione, sia dell’atrio che del ventricolo di ratto (Weiergraber et al, 

200o). Alla luce di questi dati presenti in letteratura si supporta l’ipotesi di 

un ruolo paracrino/autocrino intracardiaco dei peptidi CGA-derivati.

Recentemente Glattard e collaboratori (2006) hanno caratterizzato 

nel cuore di ratto quattro peptidi endogeni N-terminali CGA-derivati: 

CGA4-113, CGA1-124, CGA1-135 e CGA1-199 e hanno identificato il sito per il 

loro processamento post traslazionale (Fig. 3).

Fig. 3. Rappresentazione schematica dei frammenti N-terminali della CGA 
di ratto.
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In particolare, queste modificazioni post traslazionale includono la 

fosforilazione sulla Ser96, la glicosilazione a livello della Thr126, e 

l’ossidazione su tre residui di metionina. La fosforilazione della CGA è 

probabilmente relativa non solo al tipo e allo stato fisiologico dell’organo, 

ma anche all’attività del peptide. Per esempio, la fosforilazione è 

importante per modulare l’attività antimicrobica della cromacina (Strub et 

al., 1996) e di altri peptidi intragranulari come enchelitina derivata dalla 

proencefalina-A (Goumon et al., 1996). La glicosilazione della CGA è 

coinvolta nella protezione contro l’attività delle proteasi (Metz-Boutigue 

et al., 1993; Strub et al., 1995). L’ossidazione, riscontrata a livello dei 

residui di metionina, potrebbe essere coinvolta in parte nel meccanismo 

redox all’interno dei granuli (Sirimanne e May, 1995). Alcuni di questi 

frammenti possono anche originare in seguito a processi extracellulari, 

come riportato per la CGA nella midollare del surrene (Yanaihara et al., 

1998). 

La CGA di ratto è una proteina acida di 448 aminoacidi con un 

punto isolettrico di 4.5-5, contenente un ponte disolfuro e numerosi 

residui monobasici (Kornfeld e Kornfeld, 1985) e dibasici, che potrebbero 

rappresentare dei potenziali siti di clivaggio per gli enzimi proteolitici 

subtilisin-like e trypsin-like inclusi la PC1/3, la PC2, la PC4 e la PC5/6 



Introduzione

Effetti del frammento CGA1-64 di ratto sul cuore isolato e perfuso secondo Langendorff: confronto con hrVS-1 23

(Kaplan et al., 2002; Beinfeld, 1998). Nel cuore di ratto, la PC1/3, la PC2 

e la carpopeptidasi H/E potrebbero essere coinvolte nel processo della 

maturazione della CGA. Metz-Boutigue e collaboratori (1993) hanno 

precedentemente caratterizzato il processamento della CGA nei granuli 

cromaffini della midollare del surrene bovina, in particolare hanno 

mostrato l’inizio del processamento delle proteine che originano sia 

dall’estremità N- che C-terminale. Fra i frammenti generati, il peptide 

CGA1-76 rappresenta il maggiore prodotto del processamento proteolitico 

nella midollare del surrene (Metz-Boutigue et al., 1993; Beaubien et al., 

1995), mentre il primo prodotto del clivaggio dell’estremità N-terminale 

della CGA di ratto è la β-granina (rCGA1-128), corrispondente alla VS-2, 

poiché manca il primo sito di basico (McVicar et al., 1991; Dress et al., 

1991; Hutton et al., 1988). I frammenti della CGA sono probabilmente 

secreti dai cardiomiociti, il processamento extracellulare potrebbe 

avvenire dopo la secrezione, come è stato mostrato per la CGA e la 

proencefalina-A secrete dalle cellule cromaffini (Metz-Boutigue et al., 

1993; Goumon et al., 2000). La presenza delle proteasi extracellulari sia 

sulle membrane dei cardiomiociti che nella matrice extracellulare 

suggerisce che il processamento extracellulare può avvenire in modo 

simile a quello proposto per l’angiotensina II (Jan Danser e Sarris, 2002). 
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Alla luce di quanto esposto, la nostra ricerca è indirizzata ad 

investigare gli effetti del frammento CGA1-64 di ratto nel cuore isolato di 

ratto e perfuso secondo Langendorff sia in condizioni basali che dopo 

stimolazione adrenergica, e il suo possibile meccanismo d’azione, 

analizzando anche l’importanza della struttura terziaria nell’attività del 

peptide. Da uno studio condotto da Metz-Boutigue e collaboratori (1993) 

è emerso l’esistenza di un sito dibasico in posizione 64-65 che, comparato 

con la hCGA1-76, rappresenta un putativo sito di clivaggio. E’ stato 

quindi ipotizzato che nel cuore di ratto il peptide prodotto corrispondente 

alla hCGA1-76, sia il frammento 1-64 (rCGA1-64).
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1. Modello sperimentale

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando, come modello 

sperimentale, il preparato di cuore di ratto isolato e perfuso secondo la 

metodica Langendorff.

Si tratta di una metodica relativamente semplice che, grazie alle 

condizioni di perfusione che riflettono molto da vicino l’emodinamica 

cardiaca dell’animale in vivo, si presta agevolmente a studi di tipo fisio-

farmacologici.

I vantaggi sostanziali di questo modello consistono nella 

possibilità di valutare gli effetti cardio-vascolari diretti di numerose 

sostanze in termini di funzione contrattile, di attività elettrica e di 

funzione metabolica; nella possibilità di eseguire studi di dosaggio dei 

farmaci in modo rapido e con esatto controllo delle concentrazioni; nella 

possibilità di sospendere la somministrazione della sostanza in esame 

intercambiando i fluidi di perfusione (Sutherlad e Hearse 2000). Inoltre, 

il preparato permette di indurre ischemia regionale, o totale, e di 

condurre studi sulla risposta cardiaca in seguito a variazioni del flusso 

coronarico, sulla reattività vascolare, sulla funzionalità dell’endotelio e 

del muscolo liscio (Sutherlad e Hearse 2000).
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2. Animali

Gli esperimenti, autorizzati dal Ministero della Sanità (Roma, 

Italia) e regolati dal decreto legislativo 116 del 1992, prevedono 

l’utilizzo di ratti maschi del ceppo Wistar, dal peso di 180-250 g, forniti 

dalla “Morini s.p.a.” (Bologna, Italia).

Al loro arrivo, al fine di consentire un completo recupero dallo 

stress conseguente al trasporto, gli animali vengono stabulati per almeno 

quattro giorni, in ambiente climatizzato, con temperatura costante di circa 

25°C, illuminato artificialmente per cicli di 12 ore luce/buio. I ratti 

vengono alimentati ad libitum e sono sacrificati entro venti giorni dal 

loro arrivo.

3. Apparato di perfusione

L’apparato impiegato nella metodica Langendorff è costituito da 

un serbatoio, contenente la soluzione di perfusione Krebs-Henseleit

(KHs), una pompa peristaltica, una trappola per bolle, un bagno 

termoregolatore ed un sistema di acquisizione dati con interfaccia McLab

(Fig. 4). 
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La pompa peristaltica ha il compito di prelevare la soluzione dal 

serbatoio e di spingerla, attraverso una serie di tubi, nella trappola per 

bolle, la quale evita la formazione di emboli che potrebbero danneggiare 

il cuore e falsare il risultato degli esperimenti. Il perfusato raggiunge 

quindi il cuore attraverso una cannula inserita direttamente nell’aorta. 

La temperatura ideale di perfusione (37-37,5°C) viene mantenuta 

da un sistema di termostatazione che controlla tutti i serbatoi contenenti 

la soluzione fisiologica, la camera che contiene il cuore ed i vari tubi che 

compongono l’apparato (Cerra et al., 2006). Il sistema più efficace 

nell’assolvere a questa funzione si avvale di un bagno termoregolatore a 

circolazione esterna,  capace di evitare cadute di temperatura lungo 

l’intero apparato (Cerra et al., 2006).

L’apparato presenta anche due trasduttori (Model BLPR, cod 

18700), che registrano la pressione del ventricolo sinistro e la pressione 

coronarica, collegati al sistema di acquisizione dati McLab a sua volta 

collegato ad un computer (Pentium III, Hewelett Packard Brio).
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Fig. 4. Rappresentazione schematica dell’apparato di per fusione



Materiali e metodi

Effetti del frammento CGA1-64 di ratto sul cuore isolato e perfuso secondo Langendorff: confronto con hrVS-1 30

4. Dissezione, isolamento ed incannulazione del cuore

Prima di procedere all’isolamento del cuore, l’animale viene 

anestetizzato mediante iniezione intraperitoneale di carbammato di etile 

(2g/Kg). 

Dopo aver verificato che l’animale sia completamente privo di 

riflessi, e che, quindi, l’anestesia abbia dato un pieno effetto, si effettua 

un’incisione trans-addominale che consente di evidenziare la cavità 

toracica; il torace viene, così, aperto attraverso un taglio bilaterale lungo 

il margine inferiore dalle ultime alle prime costole e la gabbia toracica 

viene sollevata esponendo il cuore. L’organo è espiantato dopo recisione 

dell’aorta, della vena cava e dei vasi polmonari, per essere subito 

immerso in un beker contenente la soluzione di perfusione, mantenuta a 

4°C al fine di evitare danni ischemici (Hearse et al., 2000). 

Successivamente, l’aorta viene incannulata per iniziare la perfusione 

retrograda a flusso costante. Generalmente, con la pratica,  l’intervallo di 

tempo che intercorre tra l’espianto e l’incannulazione non supera i 30 

secondi (Galinanes et al., 1990).

La cannula di perfusione aortica presenta un diametro esterno di 3 

mm, per un cuore di ratto di 250 g, e può essere realizzata in vetro, 

plastica o acciaio inossidabile (Sutherland et al., 2000).
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Per ridurre al minimo la possibilità che si formino bolle al 

momento dell’incannulazione, è opportuno che la soluzione di perfusione 

goccioli dalla cannula già prima che il cuore venga collegato attraverso 

l’aorta e fissato mediante una legatura con del filo di seta (Sutherland et 

al., 2000).

Dopo aver saldamente fissato il cuore, viene praticata una piccola 

incisione a livello dell’arteria polmonare, che potrebbe essere 

accidentalmente legata durante l’incannulazione, in modo da facilitare un 

adeguato drenaggio (Sutherland et al., 2000); inoltre, per prevenire 

l’accumulo di perfusato nel ventricolo sinistro, viene effettuato nell’apice 

ventricolare un piccolo foro mediante l’ausilio di un ago.

Quando l’incannulazione è completata e la perfusione è 

cominciata, affinché il cuore si stabilizzi completamente sono richiesti 

almeno 10 minuti (Sutherland et al., 2000).
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5. Misurazione dell’attività contrattile del cuore.

Nel corso dell’esperimento, sia per ottenere informazioni circa 

l’azione delle sostanze testate, sia per monitorare la stabilità del cuore e 

riscontrare eventuali aritmie, vengono costantemente misurati alcuni 

parametri dell’attività cardiaca.

Di fondamentale importanza è la valutazione dell’attività 

contrattile, la cui misurazione prevede l’utilizzo di un palloncino in 

lattice, collegato ad un trasduttore di pressione (Modello BLPR, cod 

18700), che viene collocato nel ventricolo sinistro (Sutherland et al., 

2000).

L’atrio sinistro viene rimosso per facilitare l’inserimento del 

palloncino nella cavità ventricolare attraverso la valvola mitrale; una 

volta posizionato, esso viene gonfiato con acqua distillata mediante una 

microsiringa (Hamilton 250 •L), in modo da regolarne il volume.

I palloncini sono utilizzati solo se ad un volume di 80-100 •L 

generano una pressione inferiore a 3 mm Hg (Klebanov et al., 1997). Il 

loro volume viene aumentato con incrementi graduali di 20 •L, finché la 

pressione generata raggiunge un plateau, di circa 5 mm Hg, 

corrispondente al lavoro isovolumetrico del cuore (Bartfly et al., 1999). 

Volumi eccessivi potrebbero compromettere il tessuto cardiaco, 
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inducendo ischemia e rendendo instabile il preparato a causa di 

un’aumentata tendenza a sviluppare aritmie (Sutherland et al., 2000).

Quando tutti questi passaggi sono completati, il cuore viene chiuso 

in una camera mantenuta a 37°C dal bagno termostato.

6. Perfusione e composizione del perfusato

Nella metodica di Langendorff la perfusione è condotta in senso 

retrogrado a flusso costante di 10-13,5 ml•min-1 per grammo di cuore 

fresco (Legssyer et al., 1997; Doring, 1990); in questo modo, la valvola 

aortica viene chiusa forzatamente ed il fluido di perfusione, attraverso le 

coronarie, perfonde l’intera massa cardiaca e drena, mediante il seno 

coronario, nell’atrio destro (Sutherland et al., 2000).

La soluzione di perfusione è il tampone bicarbonato di Krebs-

Henseleit (kHs), modificato rispetto alla formulazione originaria nella 

concentrazione di ioni calcio, che è stata ridotta (Legssyer et al., 1997; 

Doring, 1990). La composizione completa del perfusato può essere 

schematizzata come segue:
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Sostanza concentrazione (nM)

NaCl 113

KCl 4,7

MgSO4• 7H2O 1,2

CaCl2 • 2H2O 1,8

NaHCO3 25

KH2PO4 1,2

Sodio piruvato 5

Glucosio 11

Mannitolo 1,1

Nella preparazione del tampone Krebs-Henseleit sono

indispensabili alcuni accorgimenti che servono a garantirne un’adatta 

qualità. In particolare, bisogna aggiungere il componente calcio solo alla 

fine della procedura, per evitare la precipitazione dei suoi sali; è 

necessario filtrare la soluzione con membrane di cellulosa da 0,8 micron, 

per rimuovere possibili impurità; occorre mantenere il pH ad un valore 

ottimale di 7.4, attraverso la continua ossigenazione con una miscela di 
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O2 (95%) + CO2 (5%) sempre per impedire la precipitazione dei sali di 

calcio. 

Il continuo rifornimento di O2 è, inoltre, indispensabile a 

supportare il normale metabolismo tissutale, per mantenere il gradiente 

trans-membrana e per garantire la funzione contrattile cardiaca 

(Sutherland et al., 2000).

Dal punto di vista metabolico, il cuore perfuso utilizza il glucosio 

come unico substrato energetico per sopperire alla mancanza degli acidi 

grassi che, sebbene in vivo siano la sorgente primaria di energia, non 

possono essere utilizzati nel preparato sia perchè sono insolubili in acqua 

sia perchè danno effetti schiumogeni se sottoposti all’azione di gas 

(Sutherland et al., 2000).

Alla soluzione di perfusione possono, poi, essere aggiunte le 

sostanze che si desidera testare.



Materiali e metodi

Effetti del frammento CGA1-64 di ratto sul cuore isolato e perfuso secondo Langendorff: confronto con hrVS-1 36

7. Sistema di acquisizione e registrazione dei parametri

L’acquisizione dei dati relativi agli esperimenti avviene attraverso 

un sistema McLab collegato ad un computer che elabora i dati attraverso 

un software Chart 4.2, li registra sull’ hard disk e li visualizza 

graficamente in tempo reale sul monitor.

L’interfaccia McLab utilizzata è un sistema collegato a due 

trasduttori di pressione e ad una sonda di temperatura: il primo 

trasduttore, collegato al palloncino, permette di registrare la pressione del 

ventricolo sinistro; il secondo trasduttore permette di misurare la 

pressione coronarica; il terzo canale è connesso ad una termocoppia che 

consente di monitorare la temperatura durante tutto il corso 

dell’esperimento.

I trasduttori di pressione vengono calibrati prima dell’inizio di ogni 

esperimento utilizzando un manometro a mercurio che permette di 

impostare sul computer un range fisiologico di valori di pressione in 

mmHg.

Il sistema di acquisizione simula un registratore su carta che, 

secondo la velocità di scorrimento impostata, permette di visualizzare 

singoli momenti dell’esperimento o il percorso sperimentale per intero.
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8. Parametri dell’attività cardiaca

Il sistema di acquisizione ed elaborazione è impostato in modo tale 

da calcolare in tempo reale particolari parametri emodinamici che 

vengono salvati su un foglio di supporto Data Pad. Alla fine della 

registrazione i dati immagazzinati sul Data Pad possono essere trasferiti 

su un file Microsoft Excel per l’elaborazione statistica. I parametri 

emodinamici rilevati nel corso di un esperimento sul cuore isolato e 

perfuso secondo Langendorff possono essere distinti in tre classi 

dipendentemente dalla fase dell’attività cardiaca interessata (Fig.5).

1) parametri relativi all’attività sistolica:

• LVP (Left Ventricular Pressure, mmHg), rappresenta un indice 

della pressione sviluppata dal ventricolo sinistro in condizioni di 

lavoro isovolumetrico;

• +(LVdP/dt)max (mmHg x s-1), da qui in poi definito come Vmax, 

indica la massima velocità di contrazione ventricolare;

• TTP (Time To Peak, ms), rappresenta il tempo necessario a 

raggiungere il picco di contrazione sistolica isovolumetrica;

• HR (Heart Rate, battiti x min-1), rappresenta la frequenza cardiaca;

• RPP (Rate Pressure Product, mmHg x battiti x min-1), pari al 

prodotto tra LVP ed HR, rappresenta un indice del lavoro cardiaco;
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2) parametri relativi al recupero diastolico:

• LVEDP (Left Ventricular End Diastolic Pressure, mmHg x s-1), è la 

pressione telediastolica sviluppata dal ventricolo sinistro;

• -(LVdP/dt) max (mmHg x s-1), da qui in poi definita come Vmin, 

indica la massima velocità di rilassamento ventricolare;

• HTR (Half Time Relaxation, ms), indica la metà del tempo 

necessario al ventricolo sinistro per il completo recupero diastolico;

• T/-t è dato dal rapporto tra +(LVdP/dt) max e -(LVdP/dt) max;

3) parametri relativi alla funzionalità coronarica:

• CP (Coronary Pressure, mmHg), è la pressione di perfusione 

coronarica.
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Fig. 5. Descrizione dei parametri emodinamici di base.
LVP= Pressione del Ventricolo Sinistro; 
•LVEDP= Pressione Telediastolica
+(LVdP/dt)max= Massima Velocità di Contrazione

 -(LVdP/dt)max= Massima Velocità di Rilassamento
TTP= Tempo Contrazione Sistolica
HTR= Metà Tempo di Rilassamento
RPP= Lavoro (LVP x HR)
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9. Protocolli sperimentali

9. 1 Composti chimici

rCGA1-64, Isoproterenolo (Iso), Endotelina-1 (ET-1), NG-

monomethyl-L-arginina (L-MNNA), [2-phenyl-4,4,5,5-

tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide] (PTIO), [1H-

[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one] (ODQ), KT5823, 

Wortmannin.

Tutte le sostanze sono state preparate sottoforma di soluzione 

madre in acqua bidistillata (l’ODQ e la Wortmannin in DMSO; il 

KT5823 in acetato di etile). Le soluzioni madre sono state 

successivamente diluite in ringer in modo da ottenere le concentrazioni 

utilizzate nei singoli esperimenti.

La rCGA1-64 è cortesemente fornita dal Prof.ssa Marie-Hélène 

Metz-Boutigue dell’Institut National de la Santé et de la Richerche 

Médicale di Strusburgo (Francia). 

Tutti gli altri composti sono forniti dalla Sigma Chemical 

Company (St. Louis, USA).
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Gli esperimenti con ODQ, Wortmannin e KT5823 sono stati 

effettuati utilizzando un apparato modificato in modo da proteggere la 

sostanza dalla luce ed evitarne la degradazione

9. 2 Condizioni basali di perfusione

Gli esperimenti, in accordo con i dati riportati in letteratura 

(Legssyer et al, 1997; Doring, 1990), sono stati condotti con perfusione 

retrograda a flusso costante. La performance cardiaca è stata stabilizzata 

in circa 15-20 minuti, mentre la durata dell’esperimento è stata 

determinata dal  tipo di protocollo eseguito.

Tutti gli esperimenti sono stati realizzati a valori costanti di pH 

(7,4) e di temperatura (37°C) e su ciascun cuore è stato testato un singolo 

protocollo per evitare fenomeni di desensitizzazione.
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9. 3 Curve dose-risposta del rCGA1-64 con ponte disolfuro, rCGA1-64

senza ponte disolfuro e rCGA1-64 ossidato

Esperimenti preliminari, effettuati con rCGA1-64 (S-S) alla 

concentrazione di 33 nM, hanno dimostrato che l’applicazione sul cuore 

di ratto isolato e perfuso secondo Langendorff, non provoca 

desensitizzazione, cioè una ridotta o mancata risposta all’azione della 

sostanza (dati non mostrati).

Alla luce di questa evidenza sono state effettuate curve dose-

risposta. Dopo aver stabilizzato il preparato secondo le condizioni basali 

di perfusione, sul cuore sono state testate dosi crescenti (da 11 nM a 165 

nM) di rCGA1-64 con S-S, rCGA1-64 senza S-S e rCGA1-64 ossidato. 

Ciascuna concentrazione è stata somministrata per dieci minuti, al 

termine dei quali sono stati valutati gli effetti sui parametri emodinamici.
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9. 4 Azione anti-adrenergica di rCGA1-64 con S-S, rCGA1-64 senza S-S 

e rCGA1-64 ossidata.

Al fine di valutare l’azione anti-adrenergica dei tre frammenti di 

rCGA1-64 con S-S (11, 33, 65 nM), o di rCGA1-64 senza S-S (165 nM) o di 

rCGA1-64 ossidato (165 nM) sono state realizzate curve dose-risposta 

perfondendo il cuore di ratto con concentrazioni crescenti di Iso (da 10-10 

M a 10-6 M). Queste curve sono state successivamente confrontate con 

quelle ottenute dall’esposizione di altri preparati cardiaci alle stesse dosi 

crescenti di Iso addizionate, questa volta, a singole concentrazioni di 

rCGA1-64 con S-S(11, 33, 65 nM), o di rCGA1-64 senza S-S (165 nM) e 

rCGA1-64 ossidata (165 nM).

9. 5 Effetti del rCGA1-64 S-S in presenza di Endotelia-1

Gli effetti della rCGA1-64 (65 nM), sono stati valutati in presenza di 

ET-1 (1 nM). Tale sostanza è un peptide di 21 aminoacidi con proprietà 

vasocostrittrice prodotta dalle cellule endoteliali e controlla, 
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principalmente le funzioni cardiovascolari e respiratorie interagendo con 

il recettore EtA (Yanagisawa et al., 1988).

Il preparato, stabilizzato per 20min con kHs, è stato perfuso per 10 

min con ET-1. Inseguito si è perfuso il preparato con soluzione 

fisiologica per riportare il cuore alle condizioni basali. Successivamente 

ciascun cuore è stato perfuso con kHs contenente una singola 

concentrazione di rCGA1-64 con S-S (65 nM) da solo e poi rCGA1-64 più 

l’ET-1(1 nM) per 10 min.

9. 6 Coinvolgimento delle proteine Gi/0

Per valutare il coinvolgimento delle proteine Gi/0 nel meccanismo 

d’azione di rCGA1-64 con S-S, i cuori sono stati pretrattati per 60 min con 

KHs arricchito con la tossina della pertosse (PTx, 0.01 nM) e dopo sono 

stati esposti per 10 min a rCGA1-64 con S-S (65 nM).



Materiali e metodi

Effetti del frammento CGA1-64 di ratto sul cuore isolato e perfuso secondo Langendorff: confronto con hrVS-1 45

9. 7 Coinvolgimento della PI3 chinasi 

Per stabilire il coinvolgimento dell’attività dell’IP3 chinasi nel 

meccanismo d’azione del peptide rCGA1-64 con S-S, è stato utilizzato 

Wortmannin, un potente inibitore della IP3 chinasi. I preparati cardiaci 

sono stati perfusi con rCGA1-64 (65 nM) per 10 min. Inseguito si è 

perfuso il preparato con soluzione fisiologica per riportare il cuore alle 

condizioni basali. In seguito, ciascun cuore è stato per fuso con KHs

contenente Wortmannin (10 nM)per altri 10min. Successivamente i cuori 

sono stati esposti all’inibitore in presenza della rCGA1-64 con S-S (65 

nM).

9. 10 Coinvolgimento del sistema NO-cGMP-PKG 

Per ottenere preliminari informazioni circa il coinvolgimento del 

pathway-NO sull’azione cardiotropica e sulla vasomotilità della rCGA1-

64, i preparati cardiaci sono stati stabilizzati per 20 min con kHs. 

Successivamente i preparati cardiaci sono stati per fusi con rCGA1-64 (65 

nM) per 10 min. Inseguito si è perfuso il preparato con soluzione 

fisiologica per riportare il cuore alle condizioni basali. In seguito, ciascun 



Materiali e metodi

Effetti del frammento CGA1-64 di ratto sul cuore isolato e perfuso secondo Langendorff: confronto con hrVS-1 46

cuore è stato perfuso con KHs contenente PTIO, L-NIO, ODQ, KT5823 

per altri 10min. Successivamente i cuori sono stati esposti all’inibitore in 

presenza della rCGA1-64 con S-S (65 nM).

10 Analisi statistica.

Al termine di ciascun esperimento, i dati ottenuti vengono elaborati 

tramite analisi statistica.

I parametri emodinamici ed i valori ad essi riferiti sono stati 

espressi come medie ± errore standard delle variazioni percentuali, 

rilevate nel corso degli esperimenti, rispetto ai valori di controllo.

Poiché ogni cuore rappresenta il controllo di se stesso, la 

significatività statistica della variazione tra la condizione test (in presenza

di sostanza) e la condizione basale di controllo è stata determinata 

mediante lo Student’s t-test per campioni appaiati; in questo caso, per un 

valore di p < 0,05 la variazione è stata considerata significativa (*), per p 

< 0,01 molto significativa (**), per p < 0,001 molto molto significativa 

(***).
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Il confronto tra i gruppi, utile per individuare eventuali differenze 

significative tra le diverse condizioni sperimentali in cui i tre tipi di 

rCGA1-64 sono stati testati, si è avvalso dell’analisi della varianza one-

way ANOVA, seguita dal test di Duncan e dal test di Bonferroni; le 

variazioni sono state considerate significative per p < 0,05.

Nel caso della curva dose-risposta dell’Iso riferita all’andamento 

del parametro LVP, quest’ultimo è stato espresso come percentuale: 

l’effetto massimo dell’Iso si è fatto coincidere con il valore 100% mentre 

la condizione basale con lo 0%.

Le curve dose-risposta sigmoidi dell’Iso da solo ed addizionato di 

rCGA1-64 con S-S(11, 33, 65 nM), o di rCGA1-64 senza S-S (165 nM) e 

rCGA1-64 ossidata (165 nM) sono state elaborate mediante GraphPad 

Prism 4.0 ed hanno consentito di estrapolare, per ogni curva, il logaritmo 

negativo della concentrazione di Iso capace di produrre il 50% 

dell’effetto (EC50), da solo ed in presenza delle sostanze.
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1. Azione inotropa e lusitropica del rCGA1-64.

Le curve dose-risposta di rCGA1-64 con S-S, rCGA1-64 senza S-S e 

rCGA1-64 ossidato sono state effettuate dopo stabilizzazione dei parametri 

cardiaci ed in condizioni basali di perfusione, cioè in assenza di 

stimolazione chimica e/o fisica. Esse hanno consentito di analizzare il 

ruolo modulatorio dei tre peptidi nei confronti del rilassamento e della 

contrattilità cardiaca. I risultati ottenuti dalle curve sono stati utilizzati 

per realizzare un confronto nell’attività delle tre molecole, allo scopo di 

correlare le modificazioni strutturali caratterizzanti i tre peptidi con 

eventuali variazioni dell’azione sui parametri emodinamici.

Esperimenti preliminari su preparati sottoposti a time course in 

presenza di sola soluzione Krebs-Henseleit, i cui parametri sono stati 

monitorati e misurati ogni 10 minuti, hanno dimostrato che la stabilità del 

preparato si  mantiene per almeno 180 minuti (dati non mostrati). Inoltre, 

la somministrazione ripetuta di singole dosi dei tre peptidi (33 nM) ha 

provato l’assenza di fenomeni desensitizzanti ed ha mostrato che, in tutti 

e tre i casi, si evidenzia un effetto massimo a 5 minuti dall’applicazione 

che rimane stabile per 15-20 minuti e poi decresce gradualmente col 

tempo (dati non mostrati).
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Per generare le curve dose-risposta, i preparati cardiaci sono stati 

esposti a concentrazioni crescenti in un range fisiologico tra 11 e 165 nM

di ciascun peptide rCGA1-64 con S-S, rCGA1-64 senza S-S e rCGA1-64

ossidato. I parametri dell’attività cardiaca sono stati valutati dopo 10 

minuti dalla somministrazione di ciascuna soluzione a diversa 

concentrazione. 

La somministrazione del frammento rCGA1-64 con S-S induce un 

effetto inotropo negativo significativo da 33 a 165 nM. Sul lavoro 

cardiaco (RPP) e sulla massima velocità di contrazione ((+LVdP/dt)max )il 

peptide esercita una riduzione significativa a partire da 65 nM, mentre 

non modifica la frequenza cardiaca (HR). Sulla pressione coronaria (CP) 

il peptide induce una vasodilatazione significativa a partire da 33 nM 

(Fig. 6; 7).

L’analisi riguardante l’azione lusitropica del peptide ha evidenziato 

che il peptide rCGA1-64 agisce anche sul rilassamento miocardico con un 

effetto lusitropico negativo. Tale effetto si esprime con una diminuzione 

sulla massima velocità di rilassamento ((-LVdP/dt)min) significativa a 

patire da 65 nM. Inoltre, tal effetto lusitropico negativo è indicato anche 

dall’incremento del rapporto tra la massima velocità di contrazione e 
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quella di rilassamento (T/-t) significativo alle stesse dosi. Sull’HTR il 

peptide non ha apportato alcuna significativa modificazione (Fig. 8 ).

L’utilizzo del peptide senza S-S, invece, mostra un lieve effetto 

inotropo negativo dose-dipendente significativo da 65 a 165 nM, sulla 

RPP, sulla +(LVdP/dt)max e sulla CP, il peptide non ha apportato alcuna 

significativa modificazione (Fig. 9; 10).

L’analisi relativa ai parametri lusitropici non evidenzia alcuna 

modificazione al livello del T/t e HTR, mentre sulla -(LVdP/dt)max si 

osserva un lieve incremento significativo alle basse concentrazione (Fig. 

11).

La somministrazione del peptide ossidato non influenza LVP, RPP, 

+(LVdP/dt)max e la CP, mentre HR mostra un effetto cronotropo positivo 

significativo alle basse concentrazioni (Fig. 12; 13).

L’analisi connessa ai parametri lusitropico mostra che il peptide 

induce un lieve incremento della -(LVdP/dt)max significativo alle 

concentrazioni da 65 a 165 nM, mentre non sono stati modificati gli altri 

parametri testati (Fig. 14).
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Fig. 6. Curve dose-risposta della rCGA1-64 con S-S (da 11 a 165 nM) riferite ai 
parametri LVP, +(LVdP/dt)max e RPP. I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le 
variazioni significative, rispetto al controllo, sono state elaborate 
mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 7. Curve dose-risposta della rCGA1-64 con S-S (da 11 a 165 nM) riferite ai 
parametri HR e CP. I risultati sono espressi come medie delle variazioni 
percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni significative, 
rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-test: *= 
p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 8. Curve dose-risposta della rCGA1-64 con S-S (da 11 a 165 nM) riferite ai 
parametri -(LVdP/dt)max, T/-t e HTR . I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le 
variazioni significative, rispetto al controllo, sono state elaborate 
mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 9. Curve dose-risposta della rCGA1-64 senza S-S (da 11 a 165 nM) riferite 
ai parametri LVP, +(LVdP/dt)max e RPP. I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le 
variazioni significative, rispetto al controllo, sono state elaborate 
mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 10. Curve dose-risposta della rCGA1-64 senza S-S (da 11 a 165 nM) riferite 
ai parametri HR e CP. I risultati sono espressi come medie delle 
variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo 
Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 11. Curve dose-risposta della rCGA1-64 senza S-S (da 11 a 165 nM) riferite 
ai parametri -(LVdP/dt)max, T/-t e HTR . I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le 
variazioni significative, rispetto al controllo, sono state elaborate 
mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 12. Curve dose-risposta della rCGA1-64 ossidato (da 11 a 165 nM) riferite ai 
parametri LVP, +(LVdP/dt)max e RPP. I risultati sono espressi come medie 
delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo 
Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01
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Fig. 13. Curve dose-risposta della rCGA1-64 ossidata (da 11 a 165 nM) riferite ai 
parametri HR e CP. I risultati sono espressi come medie delle variazioni 
percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni significative, 
rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-test: *= 
p<0.05, **=p<0.01.
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Fig. 14. Curve dose-risposta della rCGA1-64 ossidata (da 11 a 165 nM) riferite ai 
parametri -(LVdP/dt)max, T/-t e HTR . I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le 
variazioni significative, rispetto al controllo, sono state elaborate 
mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01
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2. Confronto del rGCA1-64 con S-S con hrVS-1

Uno studio recente condotto da Cerra e collaboratori (2006) ha 

evidenziato che il peptide human recombinant CGA(1-76) (hrVS-1) 

esercita un effetto inotropo negativo in condizioni basali e contrasta 

l’inotropismo positivo β-adrenergico-dipendente. In particolare, la VS-1 

blocca la stimolazione β-adrenergica con un antagonismo di tipo non 

competitivo.

Confrontando l’effetto del frammento di ratto rCGA1-64 con S-S con 

quello osservato da hrVS-1 (CGA1-76), è apparso che i due peptidi hanno 

indotto un significativo inotropismo negativo, rilevabile dalla riduzione 

della LVP ed una altrettanto significativa riduzione dell’RPP e della 

+(LVdP/dt)max mentre non hanno determinato variazioni apprezzabili sulla 

HR. (Fig. 15;16).

Differenze sono state osservate solo a livello della pressione 

coronaria. Infatti sulla CP il peptide rCGA1-64 con S-S induce una 

vasodilatazione significativa da 33 a 165 nM, mentre la stessa non risulta 

influenzata da hrVS-1 a tutte le concentrazioni testate. La differenza tra le 

2 curve è statisticamente significativa attraverso il test dell’ANOVA. 

(Fig. 16).
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Fig. 15. Curve dose-risposta della rCGA1-64 con S-S e hrVS-1 (da 11 a 165 nM) 
riferite ai parametri LVP, +(LVdP/dt)max e RPP. I risultati sono 
espressi come medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per 
n=8. Le variazioni significative, rispetto al controllo, sono state 
elaborate mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01. Il 
confronto fra le curve è stato effettuato attraverso il test Anova a due 
vie (§<0.05).
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Fig. 16. Curve dose-risposta della rCGA1-64 con S-S e hrVS-1 (da 11 a 165 nM) 
riferite ai parametri HR e CP. I risultati sono espressi come medie 
delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo 
Student’s t-test: *= p<0.05, **=p<0.01. Il confronto fra le curve è stato 
effettuato attraverso il test Anova a due vie (§<0.05).
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3. Azione anti-adrenergiaca dei tre peptici

Al fine di valutare una possibile azione anti-adrenergica dei tre 

peptici, i preparati cardiaci sono stati perfusi con krebs contenente 

concentrazioni crescenti di Iso da solo e in combinazione con singole 

concentrazione di rCGA1-64 con S-S (11, 33 e 65 nM), rCGA1-64 senza S-

S (165 nM), rCGA1-64 ossidato (165 nM). La successiva analisi della 

variazione percentuale di LVP ha consentito la determinazione della EC50

in presenza di ciascuno dei tre peptidi alla dose utilizzata. Il valore 

(espresso come logM) della EC50 per Iso da solo è -8.67 ± 0.3 (r2= 0.84), 

per Iso addizionato di rCGA1-64 con S-S (11,33 e 65 nM) è, 

rispettivamente, -8.7 ± 0.36 (r2= 0.84), -7.5 ± 0.57 (r2= 0.67), -7.8 ± 1.15 

(r2= 0.35); per Iso insieme a rCGA1-64 senza S-S (165 nM) è -8.44 ± 0.28 

(r2= 0.89); insieme a rCGA1-64 ossidato (165 nM) è -7.28 ± 0.22 (r2= 

0.91).

Il test dell’ANOVA rivela un’interazione significativa fra l’ISO e i 

peptidi rCGA1-64 (Fig. 17).
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Fig. 17 Curve dose-effetto sigmoidi con stimolazione da Iso (da 10-10 a 10-6 M) 
da solo ed in presenza di singole concentrazioni di rCGA1-64 con S-S 
(11, 33 e 65 nM), rCGA1-64 senza S-S (165 nM) e rCGA1-64 ossidato 
(165 nM). La contrattilità è stata espressa come percentuale di LVP.
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4. Effetti del rCGA1-64 in presenza di Endotelia-1

L’ET-1 è un peptide di 21 aminoacidi con elevata attività 

vasocostrittrice, prodotto dall’endotelio vascolare in risposta ad una serie 

di fattori quali l’Angiotensina II o l’Insulina (Maemura et al ., 1992). 

Inoltre, induce un effetto inotropo positivo in cuori isolati e perfusi di 

mammiferi (Brunner et al., 2006).

Per stabilire se il frammento rCGA1-64 con S-S sia capace di 

contrastare gli effetti mediati dall’ET-1, i cuori sono stati perfusi con kHs

contenente ET-1 da solo e in presenza di rCGA1-64 con S-S a 65 nM. 

L’effetto positivo indotto dall’ET-1 sia sulla pressione del ventricolo 

sinistro che sull’indice del lavoro cardiaco è stato abolito dal peptide, 

mentre è stata ridotta significativamente la vasocostrizione coronarica 

(Fig. 18; 19).
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Fig. 18. Effetto dell’ET-1(1 nM) prima e dopo trattamento con  della rCGA1-64 con S-
S sui parametri LVP, e RPP. I risultati sono espressi come medie delle 
variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni significative, 
rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-test: *= 
p<0.05, **=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato attraverso il 
test Anova a due vie (§<0.05).
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Fig.19. Effetto dell’ET-1(1 nM) prima e dopo trattamento con  della rCGA1-64 con S-
S sui parametri CP. I risultati sono espressi come medie delle variazioni 
percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni significative, rispetto al 
controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, 
**=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato attraverso il test 
Anova a due vie (§<0.05).
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5. Coinvolgimento delle proteine Gi/0

Le proteine G sono molecole legate alla membrana plasmatica 

coinvolta nella traduzione di segnali dall’esterno all’interno della cellula. 

Alla famiglia delle proteine G appartengono le proteine Gi/G0, substrato 

della tossina della pertosse, che attraverso una ADP-ribosilazione della 

subnità α causa il disaccoppiamento della proteina con il recettore (Ui, 

1990).

Il trattamento con la tossina della pertosse ha abolito l’effetto 

inotropo negativo mediato dal rCGA1-64 con S-S sui parametri cardiaci 

LVP e +(LVdP/dt)max ed ha annullato la vasodilatazione indotta dal 

peptide CGA-derivato (Fig. 20; 21).

Dall’analisi connessa ai parametri lusitropico è emerso che la 

tossina della pertosse abolisce la riduzione mediata dal frammento sul 

parametro -(LVdP/dt)max (Fig. 21). 
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Fig. 20 Effetto della rCGA1-64 con S-S) prima e dopo trattamento con la PTx(0.01 nM  
sui parametri LVP, e +(LVdP/dt)max. I risultati sono espressi come medie 
delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-
test: *= p<0.05, **=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato 
attraverso il test Anova a due vie (§<0.05).
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Fig. 21. Effetto della rCGA1-64 con S-S) prima e dopo trattamento con la PTx(0.01 
nM  sui parametri CP, e -(LVdP/dt)max. I risultati sono espressi come medie 
delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s 
t-test: *= p<0.05, **=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato 
attraverso il test Anova a due vie (§<0.05).
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6. Coinvolgimento dell’PI3 chinasi sulla performance basale

La Wortamannin è un 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 (Kjeken et al., 2001). Diversi studi hanno 

testato l’influenza della wortmannin nella regolazione del calcio in una 

varietà di tipi di cellule con effetti differenti. Per esempio, nel muscolo 

scheletrico, la Wortmannin diminuisce la mobilità del calcio dal reticolo 

sarcoplasmatico ed esercita un’azione inibitoria nell’accoppiamento

eccitazione-contrazione (Hong et al., 1998) (Fig. 22).

Fig. 22. Siti target dellaWortmannin
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Per accertare il coinvolgimento della fosfatidilinositolo 3-chinasi 

(PI3K) nel meccanismo di trasduzione del peptide, i cuori sono stati 

perfusi con rCGA1-64 con S-S da solo e in presenza di Wortmannin a 10 

nM. Il pretrattamento con la Wortmannin ha determinato l’abolizione 

dell’effetto inotropo e la vasodilatazione mediata dal frammento (Fig. 23; 

24) L’analisi della -(LVdP/dt)max ha rivelato l’abolizione della riduzione 

mediata dal peptide (Fig. 24).
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Fig.23. Effetto della rCGA1-64 con S-S) prima e dopo trattamento con la Wortmannin 
(10 nM) sui parametri LVP, e +(LVdP/dt)max. I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-
test: *= p<0.05, **=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato 
attraverso il test Anova a due vie (§<0.05).
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Fig. 24. Effetto della rCGA1-64 con S-S prima e dopo trattamento con la Wortmannin 
(10 nM) sui parametri CP, e -(LVdP/dt)max. I risultati sono espressi come 
medie delle variazioni percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni 
significative, rispetto al controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s 
t-test: *= p<0.05, **=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato 
attraverso il test Anova a due vie (§<0.05).
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7. Coinvolgimento del sistema NO-cGMP-PKG

L’ossido nitrico (NO), attraverso l’attivazione della guanilato 

ciclasi e conseguente produzione di cGMP, è un importante mediatore 

dell’azione di diversi ormoni, nonché di segnali inter- e intracellulari e di 

tossine (Massion et al., 2003)(Fig. 25)

Per verificare l’effettivo coinvolgimento del sistema NO-cGMP-

PKG nell’azione cardiotropica mediata dal peptide rCGA1-64 con S-S i 

preparati cardiaci sono stati pretrattati con L-NIO (10 µM) con PTIO (10 

µM), con ODQ (10 µM) e KT5823 (0.01 µM).

Il trattamento con L-NIO, un inibitore dell’ossido nitrico sintasi 

(NOS), ha abolito sia l’effetto inotropo negativo del peptide che la 

vasodilatazione indotta dal peptide di ratto. L’analisi della -(LVdP/dt)max

ha mostrato l’abolizione della riduzione mediata dal frammento rCGA1-64

con S-S (Fig. 26; 27)

Simili risultati sono stati ottenuti in presenza di PTIO, scavenger 

dell’NO, di ODQ, inibitore della guanilato ciclasi, e del KT5823, 

inibitore della PKG (Fig. 26; 27.)
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Fig. 25. Schema della cascata di trasduzione NO-cGMP-PKG con i relativi siti 
d’azione di inibizione e donatori.
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Fig.26. Effetto della rCGA1-64 con S-S) prima e dopo trattamento con L-NIO (10µM), 
PTIO (10µM), ODQ(10µM) , KT5823 (0.1 µM sui parametri LVP, e 
+(LVdP/dt)max. I risultati sono espressi come medie delle variazioni 
percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni significative, rispetto al 
controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, 
**=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato attraverso il test 
Anova a due vie (§<0.05).
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Fig. 27. Effetto della rCGA1-64 con S-S prima e dopo trattamento con L-NIO (10µM), 
PTIO (10µM), ODQ(10µM) , KT5823 (0.1 µM) sui parametri CP, e -
(LVdP/dt)max. I risultati sono espressi come medie delle variazioni 
percentuali ± errore standard, per n=8. Le variazioni significative, rispetto al 
controllo, sono state elaborate mediante lo Student’s t-test: *= p<0.05, 
**=p<0.01. Il confronto fra i due gruppi è stato effettuato attraverso il test 
Anova a due vie (§<0.05).
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1. Azione inotropa e lusitropica del rCGA1-64

Nel presente lavoro di tesi abbiamo dimostrato che la rCGA1-64 è in 

grado di indurre effetti inotropi e lusitropici negativi, nonchè 

vasodilatazione coronaria. Tali effetti sono ottenuti in un ambito di 

concentrazioni nel range nanomolare, paragonabili ai valori fisiologici di 

0.5-2 nM riscontrati per la CGA nel plasma umano (Ceconi et al., 2002). 

Inoltre, questo peptide è in grado di contrastare l’effetto stimolatorio 

proprio delle catecolamine e di sostanze vasoattive, quali l’ET-1, che 

diventano iperattivi sopratutto in condizioni di stress. Pertanto, rCGA1-64

può essere proposto come un nuovo importante regolatore omeostatico del 

tono basale e del flusso sanguigno, proteggendo il cuore dall’eccessiva 

stimolazione adrenergica, che è alla base di varie patologie cardiache 

quali per esempio la cardiopatia ipertensiva.

L’analisi funzionale di questo peptide nasce da uno studio della 

sequenza di ratto della CGA, condotto da Metz-Boutigue e collaboratori 

(1993) in cui si è dimostrato l’esistenza di un sito dibasico in posizione 

64-65. Esso rappresenterebbe il putativo sito di clivaggio dal quale si 

genererebbe un peptide corrispondente alla VS-1 umana (CGA1-76). 

Inoltre, Glattard e collaboratori (2006) hanno dimostrato che il cuore 
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stesso produce segmenti peptidici che contengono il frammento 1-64, 

suggerendo pertanto un ruolo autocrino/paracrino del peptide stesso.

Lo studio delle sequenze modificate del peptide, quali la sequenza 

del rCGA1-64 senza ponte disolfuro e la sua forma ossidata sulle 

metionine, ha permesso di ottenere importanti informazioni sul rapporto 

struttura funzione. In particolare ciò ha rivelato l’importanza della 

struttura terziaria per l’azione cardiotropica del peptide. Tota e 

collaboratori (2003), utilizzando come biossay un preparato in vitro di 

cuore isolato e perfuso di rana (Rana esculenta), testando differenti 

frammenti di VS-1 bovini e di rana, quali ad esempio bCGA1-40 con S-S, 

bCGA7-57, bCGA4-16, bCGA4-16, fCGA47-66, bCGA47-66, hanno osservato 

l’importanza del ponte disolfuro nell’indurre l’effetto inotropo negativo 

dei frammenti con S-S. In particolare, essi hanno dimostrato come le 

differenze strutturali delle seguenze della VS-1 bovina e di rana siano in 

grado di modulare l’inotropismo nel miocardio di rana. Ciò ha enfatizzato 

l’alta conservazione filogenetica della sequenza della VS-1 ed ha messo in 

luce che i frammenti CGA7-57 e CGA1-40 con il ponte disolfuro intatto 

appaiono i più potenti nell’esercitare l’effetto inotropo negativo. 

Ricerche precedenti effettuate da Cerra e collaboratori (2006) 

hanno dimostrato che la hrVS-1 (CGA1-78) esercita un’azione 
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cardiotropica sul cuore di ratto, cioè esercita l’effetti inotropi e lusitropici 

in condizioni basali (Cerra et al., 2006; Pieroni et al., 2007). I dati ottenuti 

con la sequenza di ratto CGA1-64, confrontati con quelli ottenuti con hrVS-

1, dimostrano come la porzione N-terminale della CGA abbia importanti 

implicazioni biologiche sul cuore dei mammiferi.

Unitamente alla valutazione della contrattilità si è voluta investigare 

anche l’attività dei frammenti CGA-derivati di ratto sul lusitropismo 

cardiaco, cioè sul rilassamento del miocardio. Negli ultimi anni è stato 

sempre più affermato il fondamentale contributo del rilassamento 

diastolico nel corretto funzionamento del cuore come pompa. Infatti, 

alterazioni della fase diastolica possono precedere disfunzioni nella 

contrattilità e portare perfino allo scompenso cardiaco (Lorell, 1991). Il 

rilassamento del cuore è un processo attivo con cui il cuore ritorna allo 

stato precontrattile (Vittone et al., 1994). Le sostanze che inducono un 

effetto lusitropico positivo aumentano la velocità di rilassamento del 

miocardio e conseguentemente migliorano il riempimento del ventricolo 

sinistro, mentre le sostanze che modulano negativamente il lusitropismo 

provocano un ritardo del rilassamento diastolico ed un ridotto volume di 

riempimento (Vittone et al., 1994). La riduzione indotta dal peptide 

rCGA1-64 con S-S, della massima velocità di rilassamento [–(LVdP/dt)max] 
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e di HTR, entrambi indici di una diminuita velocità di rilassamento, 

permette di includere tale frammento nelle sostanze capaci di indurre una 

modulazione negativa del lusitropismo. Tali dati sono in accordo con 

quanto riportato da Pieroni e collaboratori (2007) i quali hanno 

dimostrato nel cuore di ratto che la somministrazione di hrVS-1induce 

un’azione lusitropica negativa.

E’ di notevole interesse l’effetto che il frammento rCGA1-64 con S-S 

esercita sulla pressione coronarica. Infatti, tale peptide, a differenza della 

leggera e non significativa vasocostrizione indotta dalla hrVS-1, esercita 

una evidente vasodilatazione, significativa già a 33 nM. Questo è in 

accordo con le osservazioni di Brekke e collaboratori (2000) i quali 

hanno evidenziato la capacità dilatatoria esercitata dal frammento CGA1-

40. sulle arterie coronariche bovine precontratte. 

Alla luce di questi risultati, è possibile dedurre che il peptide 

rCGA1-64 con S-S presenta un’efficacia inotropa negativa simile alla 

hrVS-1 in condizioni basali. Esso inoltre induce effetti vasodilatatori sulle 

coronarie. Tale divergenza potrebbe essere dovuta alla presenza della 

coda di CGA 67-78 che potrebbe ostacolare l’azione sull’endotelio vasale, 

alla base dell’effetto vasodilatatorio.
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2. Azione anti-adrenergica dei tre peptidi

Il principale sistema stimolatorio vascolare e cardiaco, è il sistema 

adrenergico, che diventa iperattivo nella classica sindrome da stress 

descritta da Hans Selye nel 1936. Elevate cascate eccitatorie, se lasciate 

incontrollate, potrebbero essere più deleterie dello stesso stress. Wortsman 

(2002) ha dimostrato in soggetti affetti da stress acuto, che i livelli sierici 

di adrenalina sono dell’ordine di 4.5 x 10-8 M e che soggetti con patologie 

cardiovascolari sono particolarmente suscettibili alla reazione 

potenzialmente letale dovuta alle catecolammine.

Il fatto che le catecolamine vengano co-secrete con le 

Cromogranine, in particolare con la CGA ed i suoi peptidi e che questi 

ultimi antagonizzino a livello cardiaco gli effetti delle prime, ci ha indotti 

a studiare il possibile ruolo modulatore che i tre frammenti rCGA1-64

esercitano sulla stimolazione adrenergica. L’effetto dei peptidi rCGA1-64 è 

stato analizzato conducendo esperimenti di competizione. Le curve di 

competizione ottenute mediante l’esposizione a concentrazioni crescenti 

di Iso e singole concentrazioni di ognuna dei tre peptidi hanno dimostrato 

che tutti e tre i frammenti CGA1-64 esercitano verso la stimolazione 

adrenergica un antagonismo non competitivo con la seguente scala di 
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potenza: rCGA1-64 con S-S> rCGA1-64 senza S-S e rCGA1-64 nella forma 

ossidata.

Dai nostri risultati emerge che il peptide deve conservare integra la 

propria struttura terziaria per esplicare la propria azione antiadrenergica, e 

come tale effetto sia disgiunto dal meccanismo d’azione che sottende 

l’inotropismo basale, in quanto anche i frammenti modificati conservano 

un effetto contro la stimolazione Iso-dipendente, seppure con minore 

potenza.

Questi dati sono in accordo con i risultati riportati da Cerra e 

collaboratori (2006) dai quali è emerso che hrVS-1 esercita un 

antagonismo non competitivo di tipo funzionale verso la stimolazione 

adrenergica. Una simile azione non competitiva è stata dimostrata anche 

per la Catestatina, un frammento CGA-derivato corrispondente ai residui 

352-372, la quale inibisce il recettore colinergico nicotinico coinvolto nel 

rilascio delle catecolammine dalle cellule cromaffini (Angelone et al., 

2007). 

Poiché non esiste in letteratura la dimostrazione diretta di un 

classico recettore di membrana per i frammenti della VSs, è stato proposto 

che questi peptidi esercitano i loro effetti attraverso l’interazione 

idrofobica fra specifici domini della loro sequenza e microdomini 
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specializzati di membrana con conseguente modulazione degli effettori 

cellulari (Lugardon et al., 2000; Maget-Dana et al., 2002). Ciò è 

suffragato dalla dimostrazione che la VS-1 interagisce con i fosfolipidi di 

membrana, in particolare con la fosfotidilserina (Blois et al., 2006).

Alla luce di queste osservazioni è possibile ipotizzare due 

meccanismi alla base dell’azione antiadrenergica propria dei peptidi VS-

derivati. Una via potrebbe essere una modulazione allosterica del recettore 

β-adrenergico indipendentemente dal legame con il sito recettoriale; 

un’altra ipotesi potrebbe essere una down regulation dei segnali 

intracellulari attivati dal recettore stesso (Cerra et al., 2006). 

Il coinvolgimento del sistema adrenergico nell’azione 

cardiosoppressiva delle VSs è stato riportanto anche nei preparati cardiaci 

di anguilla ma non di rana (Imbrogno et al., 2004; Corti et al., 2004), 

indicando l’esistenza di differenti meccanismi specie-specifici.
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3. Effetti del rCGA1-64 S-S in presenza di Endotelia-1

L’endotelina-1 (ET-1) è un peptide di 21 amminoacidi prodotto 

dalle cellule endoteliali. Possiede attività vasocostrittrice e inotropa 

positiva (Yanagisawa et al., 1988). L’endotelina appartiene ad una 

famiglia costituita da tre isoforme diverse denominate: ET-1, ET-2 e ET-3 

(Bloch et al., 1991). ET-1 è l’isoforma prodotta maggiormente dalle 

cellule endoteliali vascolari (Yanagisawa et al., 1988). ET-2 è associato 

con l’invasione e la crescita del tumore mammario umano (Grimshaw et 

al., 2002), mentre l’ET-3 è abbondante nel cervello (Matsumoto et al., 

1989). L’ET esplica le sue azioni a livello vascolare e cardiaco in seguito 

al legame con due tipi di recettori denominati ETa e ETb (Douglas et al., 

1992). E’ noto che agendo sul recettore ETa induce proliferazione della 

muscolatura liscia vascolare ed ipertrofia miocardia, mentre, attivando il 

recettore ETb, causa vasodilatazione ed effetti antitrombotici ed 

antiproliferativi (Brunner et al., 2006).

I nostri risultati indicano che l’effetto inotropo positivo indotto 

dall’ET-1 è stato abolito dal peptide rCGA1-64 con S-S, mentre è stata 

ridotta significativamente la vasocostrizione coronaria ET-1 dipendente. 

Tali risultati evidenziano che il frammento CGA-derivato di ratto, 

corrispondente agli amminoacidi 1-64, è in grado di indurre una 
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vasodilatazione anche se i vasi sono precontratti. Ciò conferma che i 

peptidi delle VSs possono agire come importanti modulatori cardio-

inibitori sia in condizioni basali che in presenza di stimolazione ET-

dipendente. 

Le nostre osservazioni concordano con quanto riportato in 

letteratura. Infatti, è noto che le VSs sono in grado di regolare la pressione 

sanguigna sia a livello arterioso che venoso, riducendo la vasocostrizione 

indotta da endotelina (Aardal e Helle, 1992; Angeletti et al., 1994). Questi 

effetti sono indipendenti dall’endotelio e dalla presenza di ioni calcio nel 

compartimento extracellulare (Aardal e Helle, 1992; Aardal et al., 1993). 

4. Coinvolgimento delle proteine Gi/0

Le proteine G sono colocalizzate nelle caveole insieme ai recettori 

colinergici e adrenergici, ai canali al calcio e all’ossido nitrico sintasi 

endoteliale (eNOS), sono coinvolte in numerose cascate trasduzionali 

inibitorie innescate sia da stimoli chimici che fisici (Hare et al., 1998). 

Helle e collaboratori (2001) hanno osservato che l’inibizione dell’attività 

delle cellule paratiroidee da parte delle VSs era bloccata dal trattamento 
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con la tossina della pertosse (PTx), che disaccoppia il segnale di 

trasduzione tra diverse famiglie di recettori e le proteine Gi/G0.

I nostri esperimenti hanno evidenziato su preparati cardiaci di ratto 

secondo Langendorff che l’azione cardio-soppressiva esercitata dal 

frammento rCGA1-64 con S-S è abolita dal trattamento con la tossina 

della pertosse, indicando un meccanismo di traduzione del segnale 

mediato da proteine G. Tali risultati sono in accordo con quanto riportato

da Cappello e collaboratori (2007) i quali hanno dimostrato che nel 

preparato cardiaco di ratto l’effetto inotropo negativo indotto dalla hrVS-

1 è bloccato dalla PTx. Imbrogno e collaboratori (2004) hanno inoltre 

dimostrato che anche nel preparato cardiaco di anguilla le proteine G 

sono coinvolte nell’azione cardioinibitoria della VS-1, mentre ciò non 

avviene nel preparato cardiaco di rana (Corti et al., 2004).
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5. Coinvolgimento dell’PI3 chinasi sulla performance basale

La PI3K-Proteina chinasi B appartiene alla famiglia delle chinasi 

lipidiche che catalizza la fosforilazione in posizione 3 dei fosfoinositidi, 

una classe di fosfolipidi di membrana, generando i fosfoInositidi-trifosfati 

(PIP3) che sono importanti secondi messaggeri intracellulari. La PI3K 

gioca un importante ruolo in numerosi eventi fisiologici come la 

proliferazione cellulare, la differenziazione, l’apoptosi e l’organizzazione 

del citoscheletro (Rameh, e Cantley, 1999; Cantley, 2002).

Al fine di verificare un eventuale coinvolgimento della PI3K nel 

meccanismo d’azione dei peptidi CGA-derivati, i preparati cardiaci di 

ratto sono stati trattati con Wortmannin. Il blocco della PI3K ha abolito 

l’inibizione cardiaca esercitata dal frammento rCGA1-64 con S-S 

E’ ben noto in letteratura che la PI3K interviene nella regolazione 

della 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). A tal proposito, Gallo e collaboratori (2007) 

hanno recentemente osservato, in muscoli papillari di ratto, che l’effetto 

anti-adrenergico esercitato dalla VS-1 è dovuto a un rilascio endoteliare di 

ossido nitrico (NO) dipendente dall’attivazione della PI3K. Ciò suggerisce 
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che la PI3K gioca un importante ruolo nell’effetto inotropo indotto dai 

peptidi VS-derivati.

6. Coinvolgimento del sistema NO-cGMP-PKG

L’ossido nitrico (NO) è un’ubiquitaria molecola segnale che media 

numerosissimi effetti fisiologici, quali la neurotrasmissione, l’inibizione 

dell’adesione e dell’aggregazione piastrinica, la proliferazione cellulare, la 

regolazione dell’attività citotossica del macrofago (Moncada et al., 1991; 

Radomski e Moncada, 1993; Vane, 1994). La biosintesi dello NO avviene 

principalmente attraverso la trasformazione dell’amminoacido L-arginina 

in L-citrullina catalizzata da una famiglia di enzimi, le ossido nitrico 

sintasi (NOSs) (Bredt et al., 1991).

Dai nostri dati è emerso che la riduzione sui parametri cardiaci 

LVP, +(LVdP/dt)max, CP e -(LVdP/dt)max indotta dal peptide rCGA1-64 con 

S-S è stato abolita da PTIO, uno scavenger dello NO, da L-NIO, un 

inibitore selettivo della eNOS, da ODQ e da KT5823, rispettivamente 

inibitori della guanilato ciclasi solubile (sGC) e della proteina chinasi 

cGMP-dipendente (PKG). Questi risultati mostrano un chiaro 
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coinvolgimento del pathway NO-cGMP-PKG nell’effetto cardio-

soppressivo indotto dal frammento CGA-derivato di ratto 

Nel cuore il sistema NOS-NO-cGMP-PKG gioca un ruolo chiave 

nella mediazione di segnali intracardiaci specifici coinvolti nel controllo 

della performance contrattile. Nei miociti ventricolari di ratto, lo NO 

prodotto dalla NOS, agisce sulla sGC con conseguente aumento dei livelli 

intracellulari di cGMP e attivazione della PKG. Tale proteina fosforila, a 

livello degli elementi contrattili del sarcomero, la troponina I, riducendo 

l’affinità della troponina C per il calcio (Shah e McCarthy, 2000). Inoltre, 

l’attivazione della PKG induce la fosforilazione della subnità alfa-1 delle 

proteine Gi/0 riducendo la corrente di calcio rilasciata dai canali di tipo-L 

(Abi-Gerges et al., 2001). La conseguenza funzionale dell’attivazione di 

questa cascata trasduzionale è la riduzione della performance cardiaca. 

I nostri risultati concordano con quanto riportato da Cappello e 

collaboratori (2007) i quali hanno dimostrato nel preparato cardiaco di 

ratto che l’effetto inotropo negativo indotto dalla hrVS-1 coinvolge 

l’attivazione della via di trasduzione NO-cGMP-PKG-dipendente. 

Pertanto è facile ipotizzare che l’effetto inotropo negativo esercitato 

dai frammenti N-terminali è influenzato dalla modulazione 
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dell’attività della NOS attraverso sia un diretto controllo della eNOS 

che attraverso la modulazione delle proteine Gi/0.

Studi condotti su preparato di cuore isolato e perfuso di anguilla

hanno evidenziato, mediante l’inibizione selettiva delle vie di trasduzione 

NO-cGMP-PKG dipendenti, che l’attivazione di tale sistema è condizione 

necessaria affinché la VS-1 possa determinare la sua azione inotropa 

negativa (Imbrogno et al., 2004). Al contrario, Corti e collaboratori (2004) 

hanno dimostrato nel cuore avascolare di anfibio come l’azione 

cardiotropica della VS-1 non dipenda dall’attivazione di nessuna via 

coinvolta nel sistema dell’NO. 

Questa diversità d’azione tra le diverse specie suggerisce che, 

nonostante i frammenti derivati dalle VSs esercitano la medesima azione 

cardioinibitoria sul cuore isolato e perfuso in vitro, il loro meccanismo 

d’azione è certamente specie-specifico. 
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I risultati ottenuti in questo lavoro hanno dimostrato per la prima 

volta nel cuore di ratto che il frammento peptidico omologo CGA1-64

svolge importanti effetti cardiosoppressivi sia in condizioni basali che 

sotto stimolazione adrenergica. Ciò conferma il possibile ruolo dei peptidi 

della famiglia delle vasostatine quali sostanze cardioattive ad azione 

endocrina/autocrina e paracrina sulla contrattilità miocardica. Tali effetti 

sono Gi/0, PI3K e NOS-cGMP-PKG dipendente.

L’utilizzo di peptidi di ratto modificati strutturalmente per l’assenza 

del ponte disolfuro e per l’ossidazione in posizione di tre residui di 

metionina ha fornito indicazioni di rilievo circa i rapporti struttura-

funzione delle VS di ratto. I nostri risultati hanno confermato che il ponte 

disolfuro è di centrale importanza nell’indurre l’effetto cardiosoppresivo 

non solo in condizioni basali, ma anche in presenza di stimolazione sia 

adrenergica che ET-1 dipendente. Pertanto, sia dai nostri risultati che dai 

dati di letteratura è emerso che l’attività cardio-soppressiva dei frammenti 

derivati dalla VS-1 sembra confinata nei primi 64 aminoacidi del peptide. 

Inoltre, l’integrità del ponte disolfuro è fondamentale per le azioni cardio-

e vaso-inibitorie.

Il confronto del frammento di ratto con il ponte disolfuro con hrVS-

1 ha rivelato che il peptide rCGA1-64 presenta anche un’azione 



Conclusione

Effetti del frammento CGA1-64 di ratto sul cuore isolato e perfuso secondo Langendorff: confronto con hrVS-1 97

vasodilatatrice non evidenziata nella hrVS-1. Da ciò si può ipotizzare che 

l’assenza delle coda di aminoacidi del peptide faciliti l’interazione con 

specifici microdomini della membrana dell’endotelio coronario con 

conseguente risposta vasodilatatoria.

Alla luce di quanto detto, possiamo concludere affermando che il 

peptide rCGA1-64 con ponte disolfuro intatto è attivo nel cuore di ratto 

nello stesso renge di concentrazione della hrVS-1. Infatti, gli effetti 

inotropi e lusitropici negativi ottenuti con il frammento di ratto, 

avvalorano le azioni della hrVS-1 dimostrate nel precendente studio 

condotto da Cerra e collaboratoro (2006), nel preparato cardiaco di ratto. 
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