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Alcune piccole novita editoriali

Per prima cosa desidero infor-
marvi che sul sito web della SIF
sono disponibili gli indici di tutti
gli articoli pubblicati sui Quaderni
e I'elenco degli autori che hanno
collaborato. Inoltre, per facilitare
la lettura e la diffusione, saranno
disponibili, solo in formato elet-
tronico, i PDF dei singoli articoli.
Troverete tutto sul sito web (www.
sifweb.org). Dopo queste comuni-
cazioni, passiamo ora a riassume-
re, come al solito, il primo numero
del 2010 che si avvale di un artico-
lo del Vicepresidente di Confindu-
stria, Presidente di EXPO 2015, la
Dott.ssa Diana Bracco, che ci parla,
in maniera puntuale e prospettica,
delle potenzialita del settore della
nutraceutica che viene anche visto
comeun’opportunitaperl’industria

Flavia Franconi

e la ricerca farmaceutica, perché la
validazione scientifica, secondo la
Dott.ssa Bracco, € un passo indi-
spensabile per costruire cibi fun-
zionali, integratori. Segue poi 'ar-
ticolo del Prof. Lucio Annunziato e
collaboratori che ci porta nel mon-
do della ricerca preclinica di alto
livello, dove si parla dei modelli di
ischemia celebrale, una patologia
che colpisce 15 milioni di persone
I'anno, basati sull’'uso di animali
transgenici. Dall'ischemia celebra-
le alla depressione, una patologia di
grande rilevanza clinica: in questo
articolo magistralmente scritto dal
Prof. Flavio Moroni si discute del
ruolo del sistema glutaminergico.
Infine, la lettera che il Prof. Dian-
zani mi ha gentilmente inviato per
ricordarmi che le sue “previsioni”

Le prospettive del’EXPO 2015

Diana Bracco
Vicepresidente di Confindustria, Presidente di EXPO 2015

Desidero anzitutto ringraziare
il Prof. Cesare Sirtori, Presidente
della SINUT, per avermi offerto
I'occasione di parlare a una platea
cosi prestigiosa e qualificata delle
grandi opportunita offerte dal-
I’Expo 2015 di Milano. Anche per
la comunita scientifica internazio-
nale, I'Esposizione Universale di
Milano potra essere un’occasione
per dare vita a importanti momen-
ti di discussione su alimentazione
e sviluppo sostenibile.

Il tema al centro dell’Esposizio-
ne, “Nutrire il pianeta, energia per
la vita”, affronta infatti una que-
stione cruciale per tutti i Paesi del
mondo con una doppia valenza: da
un lato cercare di garantire cibo a
sufficienza a chi vive in condizioni
di denutrizione e, dall’altro, quel-
la di riuscire a prevenire le nuove
grandi malattie sociali legate alle
sbagliate abitudini della nostra
epoca, dall’obesita alle patologie
cardiovascolari, valorizzando le

sull’influenza HIN1, pubblicate sul
numero di settembre di Quaderni,
si sono puntualmente avverate. Si
prosegue poi con un articolo sulle
malattie cardiovascolari nelle don-
ne che evidenzia I'importanza di
considerare il genere per arrivare
alla appropriatezza della diagnosi e
della cura scritto dal Prof. Antonel-
lo Garau e dai suoi collaboratori.
Infine, alcune notizie sull’Unita di
Farmacologia Clinica pubblica del-
la Regione Lombardia nell’articolo
scritto dal Prof Alberto Scanni.
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I Congresso Nazionale
della Societa Italiana di Nutraceutica

Milano 11-13 febbraio 2010

Nei giorni 11-13 febbraio si & svolto a Mialano, presso I'’Aula Magna
dell’Universita degli Studi, il Congresso Nazionale della Societa Ita-
liana di Nutraceutica, della quale sono stato nominato Presidente.
I congresso ha registrato circa 400 presenze, fra cui parecchi Far-
macologi e numerosi espositori, a testimonianza dell'interesse nel
settore. La Dott.ssa Diana Bracco, Presidente di EXPO 2015, ¢ stata
invitata ad intervenire su: “LE PROSPETTIVE DELLEXPO 2015”.
Gentilmente la Dott.ssa Bracco ha reso disponibile il testo del suo

intervento.

innovazioni e le pratiche che ren-

dono piu sana la vita.

La nutrizione, tra I'altro, & un
tema su cui I'Italia ha molte carte
da giocare in quanto:

e ¢ fortemente rappresentativo
della tradizione produttiva e di
innovazione italiana;

e non limita al solo comparto
agro-alimentare le opportunita
espositive, ma le estende a tut-
ta una serie di settori quali, ad
esempio la Ricerca scientifica
applicata, le bio-tecnologie, la
farmaceutica, la dietologia e la
Nutraceutica;

e valorizza la presenza in Italia di
importanti Organizzazioni in-
ternazionali (FAO e Programma
Mondiale dell’alimentazione a
Roma; Agenzia Europea per la
sicurezza alimentare a Parma,
ecc.).

Ricerca e Innovazione sono temi
fortemente legati all’Expo e su cui
Confindustria e io personalmente
siamo molto impegnati. Proprio
ieri a Torino in occasione della ce-
lebrazione del centenario della na-
scita di Confindustria, la Presidente
Emma Marcegaglia lo ha ribadito
con forza.

Anche nel settore alimentare
sono numerose le aziende molto
attente ai temi dell'innovazione
di prodotto e di processo, e che
hanno da tempo avviato un dialo-
go costruttivo con I'Universita e il
mondo della ricerca. Dialogo che
si e concretizzato nello sviluppo e

2 - Quaderni della SIF (2010) vol. 21

Cesare Sirtori

Dipartimento di Scienze Farmacologiche

Universita degli Studi di Milano

nel potenziamento della Piattafor-
ma tecnologica nazionale “Italian
Food for Life”, importante stru-
mento di programmazione econo-
mica della ricerca nel settore ali-
mentare, per coordinare progetti
nazionali ed europei.

In questo contesto I'Expo ¢
un’opportunita unica per convo-
gliare energie, progetti e idee, per
identificare soluzioni concrete,
mettendo in rete le istituzioni, il
mondo scientifico, le universita e,
naturalmente, le imprese di tutti i
settori compreso quello agricolo.

Quasi nessuno sa, ad esempio,
e per questo mi piace ricordarlo,
che la Lombardia e addirittura la
seconda Regione agricola d’Euro-
pa e vanta un primato sotto il pro-
filo dell’efficienza e dell’efficacia
della produzione.

In Italia, poi, il comparto delle in-
dustrie alimentari rappresenta una
vera eccellenza e si colloca in Europa
al 3° posto, dopo Francia e Germa-
nia, per giro d’affari e ai primi posti
per addetti occupati nel settore.

Un’industria che primeggia so-
prattutto sul piano della qualita,
della sicurezza alimentare, delle
innovazioni nella filiera e nella
ricerca, della varieta delle produ-
zioni tipiche e regionali. Un’indu-
stria che tutela le produzioni e le
culture secolari nella migliore tra-
dizione Italiana che fa del cibo un
elemento culturale, aggregante e
socializzante.

Leccellenza del settore alimen-

tare italiano, riconosciuta ormai
in tutto il mondo, si basa sempre
di piu sul binomio qualita e sicu-
rezza da un lato e salute e benes-
sere dall’altro.

La sicurezza & il vero “pre-requi-
sito” strategico alla base del suc-
cesso dell'Industria alimentare ita-
liana. Un comparto che, impegna
in attivita di analisi e di controllo
circa 60.000 addetti, il 15 % del
totale, con un investimento di ol-
tre 2 miliardi di euro I'anno. Ogni
giorno nelle circa 6.500 aziende
alimentari italiane vengono effet-
tuati 2 milioni e 770 mila analisi
e controlli: una media di oltre 400
analisi giornaliere ad azienda.

Sul tema della salute e degli
stili di vita, dunque, I'Industria
alimentare italiana sta facendo la
sua parte, sia collaborando con le
Istituzioni e le organizzazioni non
governative attive su questi temi,
sia assumendo volontariamente
impegni concreti e stringenti ri-
guardo al miglioramento dei pro-
dotti alimentari, all'informazione
nutrizionale in etichetta, alla dif-
fusione ed applicazione dei codici
di autoregolamentazione.

La rappresentazione in sede
Expo di tutto cio che da tempo vie-
ne fatto a riguardo e poi dell’intero
settore della nutraceutica presenta
enormi potenzialita. La funzione
divulgativa che tradizionalmente
e svolta dalle Expo Universali ben
si presta a far conoscere al largo
pubblico le nuove scoperte del set-
tore, spesso non ancora sufficien-
temente note.

La nutraceutica e d’altra par-
te anche una grande opportunita
per I'Industria Farmaceutica. Ci
si puo aspettare infatti che, grazie
all’esperienza nel settore farmaco-
logico, estremamente regolamen-
tato, lintervento dell’industria
farmaceutica in questo ambito
possa garantire al massimo la va-
lidazione scientifica dei prodotti
funzionali, siano essi novel foods
o integratori alimentari.

Ma penso anche a tutti gli studi
e ricerche tesi a mappare il micro-
bioma intestinale, che si stanno
affermando. Come ha detto recen-



temente il direttore del National
Institute of Health -NIH Elias A.
Zerhouni “Il microbioma umano
e in gran parte inesplorato ed e
essenziale che capiamo come i mi-
croorganismi interagiscono con
il corpo umano per interessare la
salute e la malattia”. Ad esempio,
il progetto dello “human micro-
biome”, iniziato un paio di anni fa
negli USA ha assegnato comples-
sivamente 115 milioni di dollari
al ricercatori nel corso di cinque
anni per mappare il genoma di ol-
tre 1000 specie batteriche.

Ormai e notorio che una dieta
alimentare non equilibrata espone
a un maggior rischio di malattie e
che alcuni principi alimentari pos-

sono favorire I'insorgenza di forme
tumorali. Altri alimenti invece co-
stituiscono addirittura eccellenti
strumenti di auto-difesa.

E proprio in questo ambito che
la “nutri genomica”, puo aiutare ad
accertare quali cibi siano piu sani
per ogni singolo individuo, nonché
quelli da evitare, tenendo conto del
profilo genetico di ciascuno.

LExpo 2015 dovrebbe incorag-
giare la presentazione dei risultati
di tali studi.

LEsposizione di Milano potra
svolgere anche un importante
ruolo formativo, permettendo un
raccordo concreto tra i visitatori
pit giovani e le scuole con il mon-
do della ricerca scientifica.

Attraverso, ad esempio, l'inse-
rimento nell’offerta di percorsi
educativi sulla nutrizione e sulle
opportunita offerte dai pasti scola-
stici. A tale proposito, vanno valo-
rizzate e ampliate le prime signi-
ficative esperienze pilota lanciate
dal MIUR.

LExpo 2015, dunque, oltre a es-
sere un driver anticiclico di crescita
economica e occupazionale e un’oc-
casione unica di sviluppo e di busi-
ness, potra svolgere anche I'impor-
tante funzione di contribuire alla
lotta contro tante malattie correlate
alla nutrizione, e alla diffusione di
una maggiore consapevolezza nelle
scelte alimentari di noi tutti.

[ |

L'impiego di modelli di ischemia
cerebrale in topi transgenici per validare
nuovi bersagli farmacologici e sviluppare

nuovi interventi terapeutici

Francesca Boscia, Ornella Cuomo, Pasquale Molinaro, Agnese Secondo, Anna
Pannaccione, Antonella Scorziello, Giuseppe Pignataro, Rossana Sirabella, Alessandra
Spinali, Gianfranco Di Renzo, Lucio Annunziato

Dipartimento di Neuroscienze, Universita degli Studi di Napoli “Federico II”

Nuove prospettive
terapeutiche
nell’ischemia cerebrale

Lischemia cerebrale copre il
9-10% di tutte le cause di morte
nel mondo e rappresenta la terza
causa di morte piu diffusa nei pae-
si industrializzati dopo le malattie
cardiovascolari e le neoplasie. Ogni
45 secondi un individuo e colpi-
to da ischemia cerebrale, mentre
ogni 3-4 minuti una persona muo-
re a causa di un ictus. Ogni anno
15 milioni di persone vengono
colpite da ischemia cerebrale nel
mondo. Si calcola che tra di esse
5 milioni di persone muoiono,
mentre altri 5 milioni subiscono
una invalidita permanente (Tabel-

la 1). Cio comporta conseguenze
economiche gravi, sia per i lunghi
periodi di degenza correlati con
la riabilitazione, sia per la sottra-
zione di popolazione lavorativa
attiva (Annunziato, 2009a). I fat-
tori di rischio dellictus cerebrale
possono essere distinti in: fattori
demografici (eta, sesso); caratte-
ristiche fisiologiche (ipertensione,
ipercolesterolemia, iperglicemia);
abitudini comportamentali (fumo
di sigaretta, abuso di alcool, dieta,
sedentarieta e scarsa attivita fisi-
ca). Il rischio di ictus aumenta in
proporzione all’avanzare dell’eta
media della popolazione analizzata
e, dal momento che le aspettative
di vita sono in aumento nei paesi
industrializzati, si prevede anche

un parallelo aumento del numero
di persone a rischio di ictus.
Lictus cerebrale ¢ caratterizzato
dall'interruzione del flusso emati-
€o in una zona pitl 0 meno estesa
del cervello, che provoca una ca-
duta dei livelli di glucosio e di os-
sigeno necessari allo svolgimento
delle normali funzioni cellulari.
Pit raramente & causato dall’as-
senza di flusso ematico nell’intero
cervello seguente ad arresto car-
diaco. Il Sistema Nervoso Centrale
(SNC) e piu vulnerabile agli even-
ti ischemici di ogni altro organo.
Questa estrema vulnerabilita ¢ da
attribuire all’alto tasso metabolico
del cervello umano, che e respon-
sabile del 25% del metabolismo
basale, ed al fatto che i neuroni

Quaderni della SIF (2010) vol. 21 - 3



Costi Diretti e
Indiretti in
Miliardi di €
Malatti
S 4.000.000 15 150
Alzheimer
letus 15.000.000 15 200
Maorba
) £.000,000 11 100
Parkinson
sclerosi 2.500.000 20-25 Fisiologica 125
Multipla
Sclerosi
Laterale 480.000 40-60 3-5 150
Amiotrofica
Epilessia 50.000.000 Ogni Eta Fisiologica S000

Tabella 1. Rilevanza sanitaria e sociale delle principali patologie neurodegenerative

utilizzano come substrato ener-
getico quasi esclusivamente glu-
cosio, le cui riserve cerebrali sono
limitate.

Il danno cerebrale ischemico
deriva da una serie complessa di
eventi fisiopatologici che culmina-
no in una degenerazione neurona-
le ed includono: distruzione della
barriera emato-encefalica, perdita
delle risorse energetiche cellulari,
alterazioni dell’omeostasi ionica,
acidosi, aumento delle concen-
trazioni intracellulari di calcio,
eccitotossicita, depolarizzazio-
ne peri-infartuale, attivazione di
cellule gliali ed infiammazione
(Lipton, 1999). Il mancato appor-
to di sangue a livello del tessuto
cerebrale provoca la formazione
di un’area necrotica, denomina-
ta core, circondata da una regio-
ne di penumbra (Weinstein et al.,
2004). Le cellule all'interno della
regione del core vanno incontro
a morte necrotica ed il processo ¢
irreversibile. Le cellule all'interno
della regione di penumbra sono
ipoperfuse ma ancora vitali. Con
il passare delle ore, in assenza di
trattamento, pero, anche le cellule
della regione di penumbra posso-
no degenerare.

A tutt’oggi non esistono efficaci
protocolli terapeutici in grado di
migliorare il recupero da ictus e
limitare il danno cerebrale ische-
mico. La sola terapia approvata per
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il trattamento dell’ictus cerebrale
¢ la terapia trombolitica. Tale te-
rapia si prefigge sia di ripristinare,
entro poche ore dall'insorgenza
dei sintomi, il mancato apporto di
ossigeno e glucosio al tessuto ce-
rebrale interessato attraverso una
trombolisi, sia di ridurre 'aumen-
to della pressione intracranica che
si verifica quando il danneggia-
mento della barriera emato-en-
cefalica determina la formazione
di un edema vasogenico. Questa
strategia terapeutica e tuttavia
limitata da una ristretta finestra
terapeutica e dall'insorgenza di
effetti collaterali importanti che
ne limitano il dosaggio.

Per ridurre sia la morbilita che
la mortalita causata dall’ictus, at-
tualmente il principale obiettivo
della ricerca biomedica e identifi-
care nuovi bersagli molecolari la
cui modulazione possa essere in
grado di ridurre il danno neurona-
le ed esercitare, dunque, potenti
effetti neuroprotettivi in grado di
preservare il tessuto cerebrale che
sopravvive.

La teoria eccitotossica, secondo
la quale l'aumentato rilascio di
amminoacidi eccitatori, con con-
seguente attivazione dei recettori
ionotropici glutammatergici e suc-
cessivo aumento dei livelli intracel-
lulari di Ca?*, sia responsabile della
neurodegenerazione che si verifica
durante un evento ischemico, ha

indirizzato la ricerca farmacolo-
gica degli ultimi decenni verso lo
sviluppo di farmaci antagonisti dei
recettori del glutammato (Cheng
et al., 2004). Piu recentemente, il
fallimento di numerosi trials cli-
nici in pazienti colpiti da ischemia
cerebrale e trattati con farmaci
antagonisti dei recettori del glu-
tammato ha indirizzato la ricerca
biomedica verso l'individuazione
di nuovi e pit1 promettenti bersagli
terapeutici.

Studi condotti nei nostri la-
boratori di ricerca in modelli di
animali transgenici suggeriscono
che la modulazione farmacolo-
gica di specifici trasportatori di
membrana, implicati nel control-
lo dell’'omeostasi ionica del Na*,
Ca® e K*, possa rappresentare una
promettente strategia terapeuti-
ca per limitare non solo l'entita
del danno, ma contrastare anche
la neurodegenerazione promossa
dall’insulto ischemico nel cervello
(Annunziato et al., 2007).

Inoltre, recenti ricerche precli-
niche indicano che I'antitrombina
(AT), nota per il suo ruolo fonda-
mentale nell’inibizione del proces-
so coagulativo, ma dotata anche di
un meccanismo d’azione extrava-
sale, possiede una potente azione
neuroprotettiva in una ampia fine-
stra temporale in modelli in vivo
di ischemia cerebrale focale.

La famiglia degli

scambiatori Na*/Ca?*
potassio-indipendenti come
potenziali bersagli terapeutici
nell’ischemia cerebrale

La superfamiglia degli scambia-
tori Na*/Ca* include due princi-
pali sottofamiglie: la famiglia degli
scambiatori Na*/Ca** potassio-in-
dipendenti (NCX) e la famiglia de-
gli scambiatori Na*/Ca?* potassio-
dipendenti (NCKX) (Cai and Lyt-
ton, 2004, Annunziato et al., 2004,
Annunziato, 2009b). Lo scambia-
tore Na*/Ca?* e un trasportatore
bidirezionale presente a livello
della membrana plasmatica la cui
funzione fondamentale ¢ quella di



regolare I'omeostasi degli ioni Ca?*
e Na*, attraverso una modalita ope-
rativa definita forward che media
I’estrusione del Ca?* e I'influsso del
Na* nella cellula, o attraverso una
modalita operativa definita reverse
che determina I'influsso del Ca** e
I'estrusione del Na*. Gli scambia-
tori NCX mediano il trasporto di
3 ioni Na* contro 1 ione Ca*" (An-
nunziato et al., 2004), laddove gli
scambiatori NCKX trasportano 4
ioni Na* contro 1 ione K* e 1 ione
Ca* (Dong et al., 2002).

Nei mammiferi sono stati identi-
ficati tre geni diversi che codifica-
no per tre distinte isoforme dello
scambiatore Na*/Ca** potassio-in-
dipendente: NCX1, NCX2 e NCX3.
NCX1 ¢ ubiquitariamente espres-
so in tutto I'organismo, mentre
NCX2 ed NCX3 sono espressi se-
lettivamente nel SNC e nella mu-
scolatura scheletrica. Nell’ambito
della famiglia NCKX sono stati
individuati sei diversi prodotti ge-
nici, NCKX1-6, di cui le isoforme
NCKX2, NCKX3 e NCKX4 sono
abbondantemente espresse nel
cervello, con distinti pattern di di-
stribuzione (Lytton et al., 2002).

Lo scambiatore Na*/Ca?*, rego-
lando 'omeostasi del Na* e del
Ca?, gioca un ruolo chiave nel-
I'evoluzione del danno neuronale
ischemico. Numerosi studi hanno

dimostrato che, in corso di ipossia
in vitro e di ischemia in vivo, lo
scambiatore Na*/Ca** contribui-
sce a modulare I'entita del danno
neuronale. In particolare, risulta-
ti precedentemente ottenuti nel
nostro laboratorio suggeriscono
che il blocco dell’attivita di NCX
con il farmaco CB-DMB (Secondo
et al., 2009) ha come conseguen-
za un peggioramento del danno
cellulare indotto dall’ischemia in
vivo (Tortiglione et al., 2002). 11
fatto che NCX sia effettivamente
coinvolto nella progressione del
danno ischemico & stato, inoltre,
confermato da esperimenti effet-
tuati su tessuto cerebrale di ratti
ischemici che evidenziano una
variazione dell’espressione delle
tre isoforme di NCX a diversi in-
tervalli di tempo dall'induzione
dell'ischemia cerebrale (Pignataro
et al., 2004; Boscia et al., 2006). E
stato dimostrato che tra le tre iso-
forme di NCX solo NCX1 ed NCX3
sono effettivamente implicate nel-
le progressione del danno ische-
mico. Infatti, il knocking-down
delle isoforme NCX1 e NCX3 me-
diante somministrazione di oligo-
nucleotidi antisenso selettivi per
ciascuna isoforma determina un
significativo peggioramento del
danno ischemico in un modello in
vivo di ischemia cerebrale focale
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Figura 1. Modulazione farmacologica dell’espressione e dell’attivita delle isoforme NCX

(Pignataro et al., 2004). Studi pit
recenti hanno dimostrato che la
delezione del gene NCX3 in topi
ncx3-/- determina un drammatico
peggioramento della lesione ische-
mica. Inoltre, neuroni corticali ot-
tenuti da topi ncx3-/- risultano piu
vulnerabili ad un evento ipossico
e mostrano livelli basali di calcio
intracellulare maggiori rispetto
ai neuroni ottenuti da topi wild
type (Molinaro et al., 2008). Stu-
di condotti dal nostro gruppo di
ricerca hanno individuato alcuni
fattori trascrizionali implicati nel
controllo della regolazione genica
delle isoforme di NCX durante un
evento ischemico (Figura 1). In
particolare, il fattore trascriziona-
le NF-kB ¢ responsabile dell’incre-
mento dell’espressione di NCX1
durante la deprivazione di ossige-
no e glucosio in colture di neuroni
primari e determina una riduzione
dell’espressione di NCX3 a livello
post-trascrizionale. L'azione di NF-
kB su NCX1 durante I'ischemia ce-
rebrale sembrerebbe svolgere un
ruolo fondamentale nel refilling
del Ca* all'interno del reticolo
endoplasmatico, prevenendo lo
stress del reticolo endoplasmatico
neuronale (Sirabella et al., 2009).
Anche i fattori trascrizionali a val-
le del pathway di AKT1 sono in
grado di modulare I'espressione di
NCX1 e NCX3 durante l'ipossia. In
particolare, CREB induce un au-
mento dell’espressione di NCX1,
laddove altri fattori non ancora
identificati sono in grado di preve-
nire parzialmente la degradazione
proteosomale di NCX3. Tali modu-
lazioni partecipano al noto effetto
pro-survival di AKT (Formisano et
al., 2008). NCX3 ¢ regolato anche
da fattori trascrizionali la cui fun-
zione dipende dalle concentrazioni
citosoliche di calcio, come DREAM
(Gomez-Villafuertes et al., 2005).
Il gene di NCX2 invece non ¢
stato ancora descritto dettagliata-
mente; & stato dimostrato, tuttavia,
che la depolarizzazione neuronale
puo causarne un decremento del-
'espressione per un meccanismo
calcineurina-dipendente. Infatti,
la propagazione delle scariche di
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depolarizzazione che si irradia-
no dal core ischemico determina
una riduzione dell’espressione di
NCX2 in tutto il cervello (Boscia
et al., 2006).

Le tre isoforme proteiche di NCX
presentano inoltre una diversa
sensibilita a fattori intracellulari
come I'ATP. Infatti, mentre NCX1
e NCX2 richiedono la presenza
di ATP per funzionare, sebbene
non siano delle pompe, I'isoforma
NCX3 puo funzionare anche in
assenza di questa molecola (Se-
condo et al., 2007). Questa diversa
sensibilita di ciascuna isoforma ai
cambiamenti dei livelli di ATP nei
neuroni puo avere rilevanti conse-
guenze in corso di ischemia cere-
brale.

L’espressione proteica e
lattivita funzionale di NCX1
aumentano nelle cellule
microgliali che invadono il
core ischemico

Le cellule microgliali rappresen-
tano una delle prime popolazioni
non neuronali che rispondono al
danno ischemico, le cui numerose
funzioni, che includono variazio-
ni morfologiche, proliferazione,
migrazione, aumento dell’espres-
sione e del rilascio di fattori neu-
rotrofici o citotossici, fagocitosi,
sono calcio-dipendenti (Hanisch
and Kettenmann, 2007). Recenti
studi condotti nei nostri laborato-
ri di ricerca hanno dimostrato che
I'espressione proteica e l'attivita
funzionale di NCX1 risultano up-
regolate nelle cellule microgliali
in risposta al danno ischemico
(Boscia et al., 2009). L'espressione
proteica di NCX1 e stata valutata
in vivo, nel cervello di animali sot-
toposti ad un modello di ischemia
cerebrale, mediante esperimenti
di analisi immunoistochimica,
sia nelle regioni periischemiche
che nel core 1, 3 e 7 giorni dopo
I'induzione del danno ischemico.
I risultati di questo studio hanno
rilevato un progressivo aumento
del segnale di NCX1 nelle cellule
microgliali identificate che inva-
dono il core ischemico. Nell’'am-

6 - Quaderni della SIF (2010) vol. 21

bito delle diverse popolazioni mi-
crogliali I'espressione proteica di
NCX1 é risultata essere limitata
al fenotipo tondeggiante “fago-
citario”, caratteristico della mi-
croglia all’'ultimo stadio di attiva-
zione (Hanisch and Kettenmann,
2007).

Esperimenti di microfluorime-
tria ed elettrofisiologia, condotti
sia in cellule microgliali isolate ex
vivo dal core sia in vitro su colture
di cellule microgliali BV2 esposte
a deprivazione di ossigeno e glu-
cosio, hanno dimostrato che 'au-
mento dell’espressione proteica di
NCX1 nelle cellule microgliali e
accompagnato da un aumento del-
la sua attivita funzionale, in parti-
colare nella modalita operativa re-
verse. In queste stesse condizioni
sperimentali I'espressione proteica
delle altre due isoforme dello scam-
biatore NCX2 ed NCX3 risultava, al
contrario di NCX1, down-regolata.
Infine, studi di silenziamento ge-
nico hanno dimostrato che la sola
isoforma NCX1 gioca un ruolo im-
portante nelle cellule microgliali
attivate durante un insulto ipos-
sico. La presenza di NCX1 nelle
cellule microgliali che invadono il
core suggerisce che questo scam-
biatore potrebbe svolgere un ruolo
importante nel regolare le diver-
se attivita microgliali nel cervello
post-ischemico. Infatti, tali cellule
agiscono come “cellule spazzino”
nel cervello danneggiato. Lelimi-
nazione fagocitica di strutture che
hanno perso la loro funzione come
la mielina, i dendriti e frammenti
di cellule necrotiche, & considerata
un effetto benefico e rappresenta
un requisito indispensabile per i
tentativi di riparo che si attivano
in seguito al danno ischemico. I ri-
sultati dei nostri studi suggerisco-
no, dunque, che la modulazione
farmacologica dello scambiatore
NCX1 durante lischemia cere-
brale potrebbe rappresentare una
utile strategia non solo per ridur-
re il danno ischemico, ma anche
per stimolare importanti attivita
microgliali indispensabili per I'at-
tivazione di processi riparativi nel
cervello post-ischemico.

Modelli di topi transgenici
per validare NCX1 come
bersaglio farmacologico
per lo sviluppo di nuovi
interventi terapeutici

Per caratterizzare il ruolo del-
I'isoforma NCX1 nell'ischemia ce-
rebrale, nel nostro laboratorio sono
stati generati due nuovi ceppi di
topi transgenici inducibili nei qua-
li espressione di questa isoforma
nelle cellule neuronali puo essere
ridotta o incrementata mediante
I'iniezione del farmaco tamoxife-
ne. Ciascun ceppo transgenico ge-
nerato, knock-in e knock-out, pos-
siede nel proprio genoma un gene
chimerico costituito dal cDNA
della Cre recombinasi fuso con il
cDNA del recettore degli estrogeni
mutato per legare specificamente
il tamoxifene (ERT). Questo gene
chimerico e trascritto mediante
il promotore della Calmodulina
chinasi II (CaMKlIlalpha) che per-
mette di esprimere la Cre ricombi-
nasi solo nei neuroni. La funzione
di questa ricombinasi, attivata dal
tamoxifene, e quella di riconoscere
ed escindere delle sequenze LoxP
poste in punti strategici del geno-
ma.

Nel genoma dei topi knock-out
condizionali per NCX1 le sequen-
ze LoxP sono poste ai lati dell’eso-
ne 11 del gene endogeno di ncx1.
Quando il tamoxifene lega ed atti-
va la Cre ricombinasi, quest’ultima
escinde dal DNA genomico I'esone
del gene ncx1 che codifica per una
regione funzionalmente importan-
te per la proteina.

Nel genoma dei topi knock-in
condizionali per NCX1.4, la piu
abbondante forma di splicing neu-
ronale di NCX1, le sequenze LoxP
sono poste ai lati di una tripla se-
quenza di poliadenilazione che im-
pedisce I'espressione di un cDNA
codificante per NCX1.4. In questo
caso quando il tamoxifene lega ed
attiva la Cre ricombinasi, quest’ul-
tima rende possibile la trascrizione
del gene esogeno NCX1.4, causan-
done un aumento dell’espressione
nei neuroni.

I risultati ottenuti in modelli ani-



mali di ischemia cerebrale focale
hanno dimostrato il ruolo neuro-
protettivo di questa proteina. Nei
topi in cui I'espressione neuronale
di NCX1 e notevolmente ridotta
¢ stato osservato un significativo
peggioramento del danno ischemi-
co cerebrale rispetto ai wild-type,
mentre nei topi in cui NCX1 e ipe-
respresso nei neuroni e stata os-
servata una notevole riduzione del
volume infartuato.

La famiglia degli scambiatori
Na*/Ca?* potassio-dipendenti
come potenziali

bersagli terapeutici
nell’ischemia cerebrale

Gli scambiatori NCKXs differi-
scono da NCXs nella loro dipen-
denza assoluta dagli ioni K* e
nella loro minore velocita di tra-
sporto degli ioni Ca?* (Schwarz e
Benzer, 1997; Blaustein e Lede-
rer, 1999). Quando il gradiente
di sodio e ridotto, NCKX, sfrut-
tando il gradiente di ioni potassio
e in grado di estrudere il calcio
in modo piu efficiente rispetto a
NCX (Lee et al., 2002). Sebbene
sia nota I'importanza di NCKX2
nel controllo dell’omeostasi del
Na* e del Ca?* (Visser et al., 2007)
e sebbene NCKX2 sia lisoforma
maggiormente espressa nei neu-
roni, in quelle regioni che sono
direttamente coinvolte nell’insul-
to ischemico, dove svolge impor-
tanti funzioni fisiologiche, il suo
ruolo in tale condizione patologi-
ca non era mai stato investigato. I
dati ottenuti nei nostri laboratori
di ricerca dimostrano che NCKX2
¢ coinvolto nello sviluppo del-
la lesione ischemica e che la sua
espressione € significativamente
modulata in corso di ischemia.
Inoltre, sia il silenziamento con
oligonucleotidi antisenso che la
delezione genica di NCKX2 in
topi knock-out determina un si-
gnificativo peggioramento del
danno ischemico. A conferma dei
dati ottenuti in vivo, studi in vitro
hanno evidenziato una maggiore
vulnerabilita ed un maggiore in-
cremento della concentrazione di

calcio intracellulare in condizioni
di ipossia in neuroni corticali ot-
tenuti da topi nckx2-/- rispetto ai
neuroni ottenuti da topi wild type
(Cuomo et al., 2008).

Alla luce di tali risultati, NCX1,
NCX3 e NCKX2 emergono come
nuovi bersagli da analizzare nello
studio dei meccanismi molecolari
coinvolti nell'ischemia cerebrale.
Il disegno di molecole in grado
di attivare tali proteine potrebbe
rappresentare un nuUOvo approccio
terapeutico per il trattamento del-
Iictus cerebrale.

Antitrombina (AT) come
nuovo approccio terapeutico
nel trattamento
dell’ischemia cerebrale

La trombina, una serina-protea-
si generata dal taglio proteolitico
della protrombina, oltre a svolge-
re un ruolo cruciale nel processo
di formazione della fibrina, svolge
anche un’azione extravasale me-
diante l'attivazione dei recettori
PAR alivello cerebrale (Macfarlane
et al., 2001), recettori accoppiati a
proteina G attivati dal taglio pro-
teolitico mediato dalla trombina.
E stato dimostrato che topi KO
per il recettore PAR1 mostrano
una riduzione del volume ische-
mico di 3 volte rispetto agli ani-
mali wild type (Junge et al., 2003).
Recenti evidenze hanno dimostra-
to che l'infusione intracerebrale
dell’inibitore della trombina, iru-
dina, riduce il volume ischemico e
migliora i deficit neurologici (Ka-
rabiyikoglu et al., 2004), ma solo
se somministrato 75 minuti dopo
I'inizio dell’occlusione e 15 minuti
prima della riperfusione. Inoltre, e
stato anche dimostrato che i livelli
di AT, una glicoproteina apparte-
nente alla famiglia delle serpine in
grado di bloccare la formazione e
lattivita della trombina, si riduco-
no in pazienti in cui si &€ manife-
stato un episodio di ischemia ce-
rebrale (Haapaniemi et al., 2002).
Questi dati hanno rappresentato
le premesse per proporre 1'utilizzo
dell’AT nel trattamento farmacolo-
gico dei pazienti che manifestano

un episodio di ischemia cerebrale.
La validita di tale ipotesi e stata
dimostrata nei nostri laboratori
mediante esperimenti in vivo uti-
lizzando topi e ratti sottoposti ri-
spettivamente ad occlusione tran-
sitoria 0 permanente dell’arteria
cerebrale media. I risultati pre-
clinici da noi ottenuti dimostrano
che la somministrazione di AT in
un intervallo di tempo compreso
tra 3 e 6 ore dall'inizio dell’evento
ischemico determina una signifi-
cativa riduzione del volume ische-
mico e un sensibile miglioramen-
to dei deficit neurologici generali
e focali in due diversi modelli di
ischemia cerebrale in vivo (Cuo-
mo et al., 2007). I1 meccanismo
dell’effetto neuroprotettivo non
dipende dall’azione anticoagu-
lante dell’AT, dal momento che i
risultati di questo studio non evi-
denziano una modifica del flusso
ematico cerebrale negli animali
trattati. Inoltre, considerato che
I'AT inizia ad essere sommini-
strata dopo 3 ore dall'induzione
dell’evento ischemico, eventuali
trombi formatisi sarebbero gia or-
ganizzati in tale intervallo di tem-
po, quindi 'inibizione dell’azione
della trombina non risulterebbe
in un effetto neuroprotettivo.
Pertanto, ¢ verosimile ipotizzare
che l'azione farmacologica dell’AT
nell'ischemia cerebrale possa di-
pendere dall’inattivazione di altri
meccanismi extravasali trombina-
dipendenti, quali I'attivazione dei
recettori PAR a livello cerebrale. I
risultati ottenuti impiegando I’AT
suggeriscono numerosi vantaggi
derivanti dalla somministrazione
di tale molecola per il trattamento
dei danni cerebrali secondari al-
I'ischemia cerebrale. Tra questi la
possibilita di impiegare il farmaco
in una finestra temporale suffi-
cientemente ampia e la disponibi-
lita di una via di somministrazio-
ne particolarmente agevole, quale
la via intraperitoneale, costitui-
scono i requisiti fondamentali per
concepire l'applicazione clinica
di tale molecola nel trattamento
farmacologico dell’ischemia cere-
brale.
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Un nuovo ed inaspettato ruolo
per gli antagonisti
dei recettori NMDA
nella depressione grave

Flavio Moroni

Dipartimento di Farmacologia Preclinica e Clinica, Universita degli Studi di Firenze

I meccanismi molecolari della
trasmissione eccitatoria sono stati
in gran parte chiariti nel corso de-
gli anni ‘80 e ‘90 dello scorso seco-
lo, grazie all’attivita dei numerosi
gruppi di ricerca sia accademici
che dell'industria farmaceutica,
che in quegli anni accettarono
definitivamente l'idea che il glu-
tammato poteva essere il principa-
le neurotrasmettitore eccitatorio
usato dalla gran parte dei neuroni
dei mammiferi. Furono ottenute
informazioni significative sulle
numerose proteine che formano i
recettori glutamatergici sia di tipo
ionotropo che metabotropo, furo-
no identificati un numero impres-
sionante di agonisti, antagonisti o
modulatori dei recettori e fu ben
dimostrato che molte funzioni
proprie del cervello (dalla perce-
zione ordinata delle sensazioni e
del dolore, all’apprendimento, alla
memoria, alla sopravvivenza dei
neuroni, al controllo della funzio-
ne motoria) avvengono grazie alla
liberazione di glutammato a livel-
lo sinaptico ed alla sua interazione
con i diversi tipi di recettore.

Dato che molte osservazioni spe-
rimentali suggerivano che un’al-
terazione della neurotrasmissione
glutamatergica era alla base di pa-
tologie importanti quali le convul-
sioni, la morte neuronale ischemica
od ipoglicemica, la demenza ed altre
malattie neurodegenerative I'indu-
stria farmaceutica riteneva possibi-
le ottenere farmaci innovativi per
la terapia dell’epilessia, dell'ictus,
dell’arresto cardiaco, delle malat-

tie neurodegenerative (Alzheimer,
Parkinson, Huntington, SLA etc),
del dolore neuropatico, delle ma-
lattie dell’apprendimento e dello
sviluppo etc. da molecole attive sui
differenti recettori al glutammato.
Purtroppo i risultati clinici ottenu-
ti non sono stati pari alle speranze
che la ricerca di base aveva genera-
to e gli unici farmaci in commercio
che agiscono prevalentemente sul-
la sinapsi glutamatergica sono un
anestetico generale (la ketamina)
ed una molecola capace di ritardare
I'insorgere di alcune forme demen-
ziali (la nemantina).

Negli ultimi due/tre anni, tutta-
via, I'interesse scientifico ed indu-
striale per le molecole attive sui
recettori del glutammato e stato
risvegliato dai risultati ottenuti nel
corso di alcune sperimentazioni cli-
niche apparentemente ben eseguite
che hanno dimostrato che gli anta-
gonisti dei recettori NMDA sono
estremamente attivi nel ridurre ra-
pidamente la sintomatologia della
depressione.

In realta, a ben pensarci, questa
informazione non dovrebbe esse-
re considerata cosi rivoluzionaria
e dovrebbe apparire persino owvia
(quasi come la caduta della mela
di Newton): non € necessario esse-
re dei farmacologi per sapere che ¢
possibile combattere i sintomi della
depressione semplicemente beven-
do dosi generose di alcool (molti
alcolisti sono dei depressi). Tutti
i farmacologi poi sanno bene che
I'etanolo (a concentrazioni relati-
vamente alte) inibisce i recettori

NMDA. Pertanto dovrebbe essere
ragionevole ipotizzare che I'inibi-
zione dei recettori NMDA potrebbe
ridurre la sintomatologia della de-
pressione. Sembrerebbe incredibile
constatare che nessun farmacologo
clinico (e fra questi includo il sotto-
scritto, che dal giorno della laurea
vede alcolisti e depressi quasi ogni
giorno e che da almeno 30 anni si
occupa di recettori NMDA) abbia
mai tentato di organizzare uno
studio clinico volto a migliorare
il tono dell'umore utilizzando de-
gli antagonisti dei recettori NMDA
(che ovviamente mimano alcuni
degli effetti dell’etanolo).

Recettori NMDA

INMDA attiva un particola-
re tipo di recettori-canali dotati
di cinetiche elettrofisiologiche
piuttosto lente (dell’ordine del-
le centinaia di millesecondi) e di
elevata permeabilita agli ioni Ca?*.
Il complesso recettore NMDA-ca-
nale al Ca** ¢ formato da pit sub-
unita proteiche NR1 e da almeno
una delle sub-unita NR2A, NR2B,
NR2C, NR2D ed in molti casi an-
che da NR3A o NR3B. Per attivare
questo complesso € necessaria la
presenza sia di glutammato, che
interagisce con le sub-unita NR2,
che della glicina o della D-serina,
che interagiscono invece con la
sub-unita NR1. E necessaria inol-
tre una sufficiente depolarizzazio-
ne della membrana post-sinaptica
in modo da rimuovere il blocco
che lo ione Mg?* esercita a livello
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del canale ionico. Il canale ¢ fi-
nemente modulato dalla presenza
di alcune poliamine, dall’acido
chinurenico, dalla concentrazio-
ne extracellulare di protoni, dallo
stato di ossido-riduzione dei grup-
pi -SH presenti nelle proteine del
complesso recettoriale e dall’at-
tivazione o meno dei recettori
metabotropi mGluR1 o mGIluRb5.
Linflusso di Ca?* mediato dall’atti-
vazione del recettore per 'NMDA
¢ finemente regolato in quanto
puo mediare importanti effetti
biologici. Per esempio puo avere
azioni trofiche specie durante la
formazione dei contatti sinaptici,
puo regolare 'efficienza della tra-
smissione sinaptica (ad esempio
contribuisce al potenziamento ed
alla depressione sinaptica, LTP o
LTD) ed infine puo anche attivare
processi che sfociano nella morte
neuronale eccito-tossica.

Il recettore NMDA si distingue
quindi da tutti gli altri recettori-
canale per il fatto di essere permea-
bile agli ioni solo in condizioni di
depolarizzazione (blocco da Mg?*)
e di richiedere due neurotrasmet-
titori (glicina e glutammato) per
essere attivato.

Recettore NMDA e depressione

Come sopra accennato, nel cor-
so degli ultimi venti anni dello
scorso secolo la maggior parte dei
numerosi ricercatori che si sono
occupati del ruolo dei recettori
NMDA nella funzione cerebrale
hanno studiato i processi di ap-
prendimento e della memoria,
la trasmissione delle sensazioni
dolorose ed il dolore neuropatico
(qualche volta interpretato come
una forma di memoria) e soprat-
tutto i meccanismi della “eccita-
zione abnorme” (leggi epilessia)
fino all’“eccitotossicita”. Tutti era-
vamo convinti che molecole capaci
di ridurre la trasmissione mediata
dall’attivazione di questi recettori
sarebbero state utili per trattare
I’epilessia, il dolore neuropatico, il
danno ischemico cerebrale (quin-
di ictus, trauma cranico ed arresto
cardiaco) e, soprattutto, avrebbero
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potuto ritardare o ridurre la deva-
stante progressione delle malattie
neurodegenerative  (Alzheimer,
Parkinson, Huntington, SLA,
atassie cerebellari etc). Purtroppo,
i primi studi clinici dimostrarono
che gli antagonisti dei recettori
NMDA, a dosi terapeutiche, pote-
vano causare una sintomatologia
dispercettiva con franche allucina-
zioni e queste osservazioni porta-
rono ad un generale ripensamento
sull’opportunita di sviluppare que-
sto tipo di molecole ed all’abban-
dono di ambiziosi programmi di
ricerca che in qualche caso erano
stati generosamente finanziati sia
dalle Universita che dall'industria
farmaceutica.

In quegli anni (1980-1999), era
stato anche notato che molecole
capaci di antagonizzare i recetto-
ri NMDA potevano essere attive in
modelli animali capaci di predire
un’attivita antidepressiva (Por-
solt test, learned helplessness,
footshock-induced  aggression).
Era stato anche dimostrato che il
trattamento cronico con gli anti-
depressivi usati clinicamente (tri-
ciclici o SSRI) portava a diminui-
re la risposta dei recettori NMDA
nella corteccia di roditori. Dato
che gli antagonisti NMDA avevano
attivita psicotomimetiche, queste
osservazioni non avevano susci-
tato particolare interesse né nella
comunita scientifica né nell’'indu-
stria farmaceutica. Anche un pri-
mo studio clinico pubblicato nel
2000 (Berman et al., 2000) ed ese-
guito su 7 pazienti con depressione
maggiore nei quali veniva sommi-
nistrata ketamina endovena (0.5
mg/kg, una dose sub anestetica) e
veniva rilevato un significativo mi-
glioramento della sintomatologia
depressiva, veniva considerato pit
come una dimostrazione teorica
del coinvolgimento dei recettori
NMDA nelle malattie mentali che
non un’osservazione importante
per lo sviluppo di terapie innova-
tive nella depressione. A distanza
di sei anni da quel primo lavoro
clinico, una piu impegnativa ri-
cerca viene pubblicata da Zarate e
collaboratori (2006) ed evidenzia

I'effetto della ketamina sommini-
strata a 18 pazienti depressi e che
non rispondevano al trattamento
con vari tipi di farmaci antidepres-
sivi. Lo studio & stato condotto in
doppio cieco ed ha dimostrato che
dopo una singola dose del farma-
co, il 70 per cento dei pazienti ha
manifestato miglioramenti ap-
prezzabili dopo appena due ore
e il 30 per cento addirittura l'az-
zeramento dei sintomi entro un
giorno dall'iniezione. I benefici
del trattamento si sono osservati
anche nei sette giorni successivi
al trattamento. Ad entusiasma-
re i ricercatori e sia la velocita
d’azione della ketamina, poiché
gli antidepressivi classici hanno
bisogno in media di un periodo da
tre a sei settimane di trattamento
perché si possano apprezzare dei
risultati, sia 'entita del migliora-
mento (i sintomi della depressio-
ne sono di fatto eliminati in una
buona percentuale di soggetti).
Le implicazioni che derivano dal
riuscire a trattare rapidamente la
depressione maggiore in pazienti
che non rispondono alla terapia
tradizionale sono ovviamente si-
gnificative.

Purtroppo, la ketamina (come il
suo analogo strutturale fenciclidi-
na) € non solo un farmaco utiliz-
zato come anestetico generale, ma
anche una sostanza d’abuso che
causa allucinazioni e sedazione e
che induce dipendenza. Si tratta
di una cosidetta “club drug” abu-
sata spesso anche in ambito sani-
tario. E difficile pertanto pensare
ad un suo uso su larga scala. Nei
casi disperati perché non rispon-
dono alla terapia, tuttavia, con
particolare precauzioni, i medici
forse potrebbero prendere in con-
siderazione il rapporto rischio/be-
neficio ed usare questa molecola
in popolazioni molto ben studiate
di depressi.

Le informazioni accumulate sul-
la struttura dei recettori NMDA e
sulla possibilita di modificarne la
funzione hanno portato a riattiva-
re programmi di ricerca che sem-
bravano del tutto abbandonati. In
particolare sono state “ripescate”



molecole che avevano una certa
selettivita d’azione su sottotipi di
recettore NMDA quali i recettori
formati dall’assemblaggio di NR1
ed NR2B, con la speranza che la
loro attivita psicotomimetica sia
significativamente inferiore a quel-
la della ketamina. Osservazioni
cliniche preliminari hanno infatti
dimostrato che alcuni antagonisti
selettivi della subunita NR2B dei
recettori NMDA (ad esempio CP-
101,606 o Traxoprodil) (Preskorn
et al., 2008), ove somministrati
endovena a pazienti depressi che
non rispondono al trattamento
con SSRI, riducono drasticamente
i sintomi della depressione il gior-
no successivo all'infusione e que-
sta risposta viene mantenuta per
almeno 5 giorni. Purtroppo, anche
Taxoprodil, come la ketamina, ove
somministrato endovena, ha pre-
sentato effetti psicotomimetici in
maniera dose-dipendente. Sono in
corso studi clinici con antagonisti
selettivi delle subunita NR2B dei
recettori NMDA somministrati per
os. I risultati che emergeranno da
questi studi dovrebbero permette-
re di valutare i rischi ed i benefici
dell’'uso degli antagonisti NMDA
nei numerosi pazienti che non
rispondono al trattamento antide-
pressivo con dosi appropriate dei
comuni farmaci della depressione.
In particolare dovranno chiarire
se & possibile avere una risposta
antidepressiva per dosi che non
hanno effetti psicotomimetici.
Non c’¢ dubbio infatti che molti
pazienti rimangono depressi no-
nostante appropriati cicli terapeu-
tici con i farmaci o le procedure
finora utilizzate per il trattamen-
to della depressione (triciclici,
SSRI, SNRI, inibitori delle MAO,
ed anche elettroshock). Questo
significa che farmaci innovativi
per questa comune patologia sono
assolutamente necessari. Ovvia-
mente & probabile che gli antago-
nisti dei recettori NMDA abbiano
una serie di effetti collaterali che
non ne permettono I'uso in parti-
colari pazienti. E facile prevedere
che questi farmaci possono essere
estremamente dannosi nelle fasi

di accrescimento, facilitare episodi
allucinatori, ridurre le capacita di
apprendimento e causare una gra-
ve forma di dipendenza. Nel ratto
gli antagonisti dei recettori NMDA
causano vacuolizzazione in alcu-
ne aree della corteccia cingolata e
questo dovra essere attentamente
valutato nell'uomo. Nell'uso cro-
nico, poi, questi farmaci dovranno
superare i test di carcinogenicita e
di genotossicita e, come per ogni
altro farmaco attivo sul sistema
nervoso, il medico dovra accura-
tamente valutare, caso per caso, i
benefici ed i rischi della loro som-
ministrazione.

Come agiscono gli antagonisti
dei recettori NMDA nella depres-
sione? Perché una molecola come
la ketamina che ha un’emivita di
circa 2 ore riesce a ridurre la sin-
tomatologia depressiva per alme-
no 7 giorni?

La risposta a queste domande
dovra essere ottenuta sperimen-
talmente prima che gli antagonisti
dei recettori NMDA siano utilizza-
ti su vasta scala (Skolnick et al.,
2009, Machado-Vieira et al., 2009).
Esistono tuttavia dati sui roditori
che dimostrano che un pre-tratta-
mento con AMPA antagonisti puo
prevenire l'effetto antidepressivo
della ketamina. Altri dati preclini-
ci suggeriscono che molecole ca-
paci di potenziare la trasmissione
mediata dai recettori AMPA hanno
anch’esse attivita antidepressiva in
modelli animali. I comuni farmaci
antidepressivi (SSRI), ove sommi-
nistrati cronicamente al ratto, au-
mentano 'espressione dei recetto-
ri AMPA in varie zone del cervello.
Sembrerebbe cioe che modifican-
do il rapporto fra attivita NMDA
ed attivita AMPA all'interno della
sinapsi eccitatoria sia possibile ot-
tenere un effetto antidepressivo.
Queste osservazioni suggeriscono
'esistenza di molti altri “targets”
per farmaci in grado di modificare
il rapporto fra eccitazione sinap-
tica mediata dai recettori AMPA
e quella mediata dai recettori
NMDA. Tali targets possono essere
ora esplorati in modelli di depres-
sione maggiore. Alcuni ricercatori

sostengono che l'aumento relati-
vo dell’attivita AMPA faciliterebbe
una serie di eventi che portano ad
un’esaltata espressione di alcuni
fattori di crescita che includono
BDNF. Proprio l'aumento del-
I'espressione di BDNF nel cervello
di pazienti trattati con ketamina
potrebbe essere responsabile del-
Iattivita antidepressiva di questo
farmaco. Mentre questa ipotesi
e stata confermata sperimental-
mente sul ratto, non esistono dati
in merito sull'uomo.

Anche se per i pazienti affetti da
depressione maggiore resistente al
trattamento, forse il meccanismo
d’azione della ketamina € meno
importante del fatto che la mole-
cola potrebbe ridurre le loro soffe-
renze, ritengo che accelerare I'uso
clinico di queste molecole, prima
di averne chiarito sia il mecca-
nismo d’azione che la probabile
tossicita, sia da non prendere in
considerazione. Gli antagonisti
NMDA sono comunque un’oppor-
tunita terapeutica per i depressi
che sarebbe assurdo sottovalutare
specie quando il rischio di suicidio
e estremamente elevato.
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Il virus HIN1 e ’astrologo

Cara Flavia,

ti ringrazio per il tuo interes-
samento al mio stato di salute e
sono lieto di comunicarti che,
nonostante i voti di qualche cata-
strofista di mestiere o di vocazio-
ne, l'astrologo, cioé io, non solo
non ¢ crepato, ma gode di ottima
salute. Naturalmente in rapporto
all’eta che, se con l'esperienza di
tanti anni alle prese con i virus, e
specialmente con quelli nuovi, mi
consente di azzeccare con una cer-
ta attendibilita i pronostici, qual-
che fastidietto me lo procura. Ma
veniamo al nostro HIN1 e al mio
articolo scritto nel giugno scorso
per “Quaderni” e pubblicato nel
numero di settembre. Come tutti
abbiamo visto, la temuta bufera ¢
passata come un mite venticello;
non senza causare qualche dolo-
roso decesso, ma in misura anche
minore rispetto a quella che io
avevo “ottimisticamente” preven-
tivato. Una prova? L'ultimo comu-
nicato del Ministero della Salute
(17 gennaio) fissa a 216 il numero
di vittime “correlate alla nuova
influenza” che, rapportato al nu-
mero stimato dei casi (4.197.000),
corrisponde ad una letalita dello
0,005%, quasi cento volte infe-
riore rispetto a quella media della
passata influenza da H3N2. A voler
essere pignoli anche questo dato &
certamente da ritoccare in basso,
dal momento che e stato calcolato
su un numero di casi che risulta
dalle diagnosi praticate sui loro
pazienti da una rete di medici, det-
ti “sentinella”, e che pertanto non
tiene conto di quanti, e certamen-
te non sono pochi, hanno avuto
forme cosi lievi da non richiedere
I'intervento del proprio medico.
Sottostime di incidenza anche
maggiori erano state propagate
anche dai CDC di Atlanta (i cani
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Ferdinando Dianzani

”

Universita di Roma “La Sapienza

da guardia delle malattie infetti-
ve USA) che si basavano all’inizio
solo sui casi confermati con una
diagnosi eziologica e che hanno
recentemente corretto il tiro am-
mettendo che negli USA dall’apri-
le al settembre 2009 vi siano stati
circa 22.000.000 di casi, una sot-
tostima di circa 75 volte; & pero
probabile che anche queste stime
siano in difetto, dato che si basano
su un modello matematico (non
ne ho mai visto funzionare uno!)
che parte dai ricoveri ospedalieri,
sia pure con vari fattori di corre-
zione.

Su questa Caporetto delle stime
ufficiali tenta di gettare acqua,
con ben celato ma comprensibile
imbarazzo, anche 'OMS, che in
un comunicato del 22 Dicembre
sostiene che anche il numero dei
decessi potrebbe essere sottosti-
mato per difetto di diagnosi della
causa di morte: ipotesi non con-
testabile, ma sul cui significato
numerico e statistico e bene sten-
dere un velo pietoso, anche per-
ché si basa su una affermazione
non molto coerente col presuppo-
sto e cioe che, poiché i deceduti
avevano per la maggior parte al-
tre gravi condizioni patologiche,
¢ possibile che la causa di morte
non sia stata attribuita al’HIN1I;
il che, forzando la sintesi, stareb-
be a significare che forse i pove-
retti sarebbero morti lo stesso! E
cio trova conferma in uno studio
recentemente pubblicato da vari
centri statunitensi in cui si dimo-
stra che nel 91% dei casi autopti-
ci esaminati erano presenti altre
gravissime situazioni patologiche
o sovrastanti infezioni batteriche
(Arch. Pathol. Lab. Med.2010,134,
February).

Per concludere, € vero che i mor-
ti vanno pianti e compianti, ma se

sivogliono confrontare i 216 morti
del nostro Paese con gli oltre 7000
decessi per malattie infettive, i cir-
ca 500 per tubercolosi, i 964 per
AIDS, i 1650 per epatite virale e i
circa 300 per influenza, cui vanno
aggiunti una buona parte dei 6750
morti per polmonite riportati dal-
I'ISTAT nel 2006, ci sembra di po-
ter concludere che i danni prodot-
ti dal’HIN1 non hanno avuto un
impatto significativo sulle cause
di morte per malattie da infezione
nel nostro Paese.

E cerchiamo di capire perché:
e vero quanto ho gia scritto nel-
'articolo precedente e cioe che i
virus, che hanno bisogno del loro
ospite per diffondersi, tendono
sempre piu alla attenuazione che
alla virulenza perche pit 'ospite &
in buona salute, maggiori sono le
loro possibilita di diffusione.

Si tratta pero di un processo evo-
lutivo che seleziona la progenie vi-
rale pit “accomodante” rispetto a
quella piu aggressiva che, per sua
natura, finisce sotto terra insieme
alle sue vittime.

Questa attenuazione non puo av-
venire a scapito della attivita repli-
cativa, che ne comprometterebbe
la trasmissibilita, ma si sviluppa
attraverso la acquisizione di una
maggiore sensibilita ai meccani-
smi difensivi aspecifici dell’ospi-
te che, agendo come le sbarre di
grafite nella pila atomica di Fermi,
non impediscono il flusso di ener-
gia ma prevengono la esplosione.
Si tratta pero di un processo che
puo richiedere tempo, ed & cio che
si osserva quando un virus che
convive pacificamente con il suo
abituale ospite animale si trova
nelle condizioni adatte per infet-
tarne un altro, ad esempio 'uo-
mo.

Quando cio accade, i primi casi



sono colpiti duramente, ma i desti-
ni della nuova infezione sono solo
due: la attenuazione del virus o la
sua scomparsa, come e avvenuto
ad esempio per la SARS, durata
pochi mesi, per le varie epidemie
di Ebola, ancora pitu fugaci, e per
le infezioni da virus influenzale
aviario H5N1, dotate di elevatissi-
ma letalita ma praticamente inca-
paci di trasmissione interumana.

E allora perché 'HINI si e com-
portato fino dall’inizio come un
ospite rispettoso delle regole cer-
cando quindi di causare il minor
disagio possibile?

Le cause cominciano a chiarirsi.
E stato infatti recentemente di-
mostrato che il virus, come tutti i
virus influenzali di probabile ori-
gine aviaria, era adattato da alme-
no un decennio in un mammife-
ro, il maiale appunto, sviluppando
una elevatissima affinita per i re-
cettori dei mammiferi, costituiti
da acido sialico con galattoso 2,6
e perdendo quasi totalmente quel-
la per I'acido sialico degli uccelli,
con galattoso 2,3 (Emerg.Infect.
Dis.Febr.2010). Cio puo avere due
conseguenze importanti per la pa-

tologia umana; dato che nell’'uo-
mo l'acido sialico con galattoso
2,6 si trova sia nel muco, sia sul-
la membrana citoplasmatica de-
gli epiteli che tappezzano le alte
e medie vie respiratorie, mentre
quello con galattoso 2,3 ¢ presen-
te nelle vie piu profonde, ¢ logico
che la infezione da HIN1 tenda a
circoscriversi nel tratto tracheo-
bronchiale con scarsa attitudine
ad approfondirsi. Inoltre, la gran-
de quantita di muco respiratorio,
ricchissimo di acido sialico, puo
intrappolare il virus come la pania
con gli uccelli, un ostacolo che il
virus puo superare attivando la
neuraminidasi, ma & certo che
questo impedimento alla diffusio-
ne puo concedere tempo al siste-
ma immunitario per sviluppare le
proprie difese specifiche.

Un’altra osservazione interes-
sante, effettuata in vitro ma che
trova conforto nei reperti autopti-
ci, si riferisce al fatto che THIN1 ¢,
a differenza del’lH5N1, un debole
induttore di citochine pro inflam-
matorie e cid0 potrebbe spiegare
come mai lo stress citochinico a
livello polmonare, che tanta parte

sembra avere nella patologia respi-
ratoria profonda nella SARS e nel-
le infezioni umane da virus aviario
H5N1, non si osserva con il virus
pandemico (JID 2010, 201, 346).
Siamo solo agli inizi della ricerca
in tal senso, ma mi sembra che le
premesse per spiegare il buon ca-
rattere del’HINI ci siano tutte.

E quindi che il buon Dio ce la
mandi buona! Lo fara? Purtroppo
ho qualche dubbio.

E un dato di fatto che le nuove
pandemie influenzali si sviluppa-
no quando il virus dominante co-
mincia ad incontrare difficolta a
trovare ospiti sensibili; e vero che
si difende con il drift antigenico,
di cui ho gia parlato, ma esiste
comunque il rischio che il nuovo
venuto HIN1, ad elevatissima dif-
fusibilita ma un po’ troppo buono,
possa essere presto scacciato da
un altro ospite pit1 prepotente. Ma
in questo caso speriamo che crepi
'astrologo, possibilmente non di
influenza e prima che cio si verifi-
chi (altri quaranta anni?).

Un caro saluto a te ed ai lettori.

Donne e malattie cardiovascolari

Silvia Denti, Pier Sergio Saba, Antonello Ganau
Azienda Ospedaliero Universitaria di Sassari

Che nel campo delle malattie
cardiovascolari (ma non solo) vi
sia una problematica di genere
sino ad oggi sottovalutata ¢ un
fatto ormai certo e vi & sempre pit
attenzione verso il “cuore delle
donne”. Ne danno ampia evidenza
due recenti pubblicazioni.

La prima ¢ un supplemento
pubblicato dal Canadian Medi-
cal Association Journal®, che ha
analizzato 480 pubblicazioni per
fare il punto sulle differenze di
genere nel campo delle malattie
cardiovascolari e avviare una ri-
flessione sulle possibili linee futu-

re di ricerca. Analisi retrospettive
suggeriscono infatti che ci siano
rilevanti differenze cliniche tra
donne e uomini in termini di pre-
valenza, comparsa, gestione ed
esito della malattia, ma in realta
non sono ancora ben note le cau-
se di tali differenze.

La seconda pubblicazione pro-
viene dall’autorevole American
Heart Association?, che ha decli-
nato al femminile le linee guida
sulla prevenzione cardiovascola-
re.

Tuttavia e ancora “senso comu-
ne”, persino tra i medici, ritenere

le malattie cardiovascolari un pro-
blema sostanzialmente maschile.
Non & pertanto superfluo riassu-
mere gli elementi che consento-
no di affermare che questo luogo
comune va sfatato e abbandonato
al piu presto.

Epidemiologia delle malattie
cardiovascolari nelle donne

Le malattie cardiovascolari
(MCV) costituiscono la prima cau-
sa di ospedalizzazione e morte per
la donna in molti paesi®. In par-
ticolare, negli Stati Uniti le MCV
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sono responsabili di quasi il 39%
dei decessi nella popolazione fem-
minile, con percentuali piu eleva-
te per la minoranza etnica afro-
americana*. In Europa le MCV, in-
cludendo ictus ischemico e pato-
logie coronariche, rappresentano
la principale causa di morte nelle
donne e i decessi per MCV sono
percentualmente superiori nelle
donne rispetto agli uomini®.

Anche in Italia la principale cau-
sa di morte per le donne & costi-
tuita dalle MCV, che sono respon-
sabili del 46.8% di tutti i decessi
(130.788 su un totale di 279.352,
dato del 2002). Tale percentua-
le & significativamente superiore
a quella dovuta ai tumori, che ¢
pari al 24.8%. Negli uomini, le
MCV rappresentano il 37.5% delle
cause di morte (104.704 su un to-
tale di 276.315 decessi, nel 2002),
mentre i tumori causano il 24.8%
dei decessi.

Nelle donne di eta inferiore a
75 anni, le malattie ischemiche
del cuore costituiscono la percen-
tuale maggiore (31.3%), seguite
dalle malattie cerebrovascolari
(27.2%). Nelle donne di eta supe-
riore a 75 anni le malattie cere-
brovascolari sono al primo posto
(35.7%) e il numero totale di de-
cessi per MCV ¢ quasi doppio ri-
spetto agli uomini®.

I trend della mortalita per car-
diopatia ischemica dal 1970 al
2002 nelle donne ha mostrato
una ascesa fino alla meta degli
anni ‘70, seguita da un plateau fra
il 1976 e il 1978 per poi iniziare
una lenta e graduale discesa.

E interessante notare che i tassi
di mortalita pit elevati si sono re-
gistrati nell’Italia Settentrionale e
quelli pit bassi nell’Italia Centrale
e Meridionale con una differenza
molto elevata all’'inizio degli anni
'70.

Tale differenza si e ridotta gra-
dualmente fino a diventare molto
contenuta negli ultimi anni.

I dati del Registro Nazionale de-
gli Eventi Coronarici e Cerebro-
vascolari” mostrano che il tasso
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di eventi coronarici totali (fatali
e non) risulta superiore negli uo-
mini rispetto alle donne. Cio e
riscontrato in qualsiasi fascia di
eta compresa fra i 35 e i 74 anni,
coerentemente con quanto ripor-
tato in altri paesi, dove il genere
femminile risulta avere un “van-
taggio” in termini di incidenza in-
feriore di eventi coronarici, specie
in eta pre-menopausale, con un
“ritardo” di circa 10 anni rispet-
to all'incidenza maschile. Tale
vantaggio pare annullarsi dopo i
75 anni. Tuttavia, la letalita per
eventi coronarici risulta superio-
re nelle donne rispetto agli uomi-
ni in tutte le fasce di eta.

I fattori di rischio
cardiovascolare nelle donne

Per quanto riguarda i fattori di
rischio cardiovascolare, diversi
studi hanno riportato che il dia-
bete, pur rappresentando un fat-
tore di rischio in entrambi i sessi,
¢ associato ad una mortalita car-
diovascolare significativamente
maggiore nelle donne rispetto agli
uomini. Il diabete sembra pertan-
to annullare il “vantaggio” delle
donne, specialmente di quelle
giovani, in termini di prevalenza
di malattia cardiovascolare®®.

Lipertensione arteriosa costitui-
sce un noto e importante fattore
di rischio cardiovascolare per en-
trambi i sessi. In Italia I'iperten-
sione arteriosa riguarda in media
il 49% delle donne in menopausa.
La prevalenza delle donne iper-
tese ¢ del 45% nel Nord- Ovest,
del 48% nel Nord-Est, del 47% al
Centro e del 54% nel Sud e Iso-
le. Il valore piu alto nelle donne
del Sud spiega, almeno in parte,
la piu elevata mortalita per acci-
denti cerebrovascolari, di cui la
pressione arteriosa costituisce il
principale fattore di rischio, in
queste regioni.

Per quanto riguarda il profilo
lipidico, gli studi riportano diffe-
renze qualitative legate al sesso;
queste differenze riguardano so-

prattutto la colesterolemia HDL™,
che sembra essere inversamente
associata al rischio di cardiopa-
tia ischemica nelle donne piut-
tosto che negli uomini. Inoltre i
trigliceridi aumentano il rischio
relativo di cardiopatia ischemica
in modo superiore nelle donne ri-
spetto agli uomini, soprattutto in
quelle anziane®'.

Anche la lipoproteina(a) e I'apo-
lipoproteina(a) sono associate ad
un maggiore rischio di cardiopa-
tia ischemica nelle donne'?.

Lobesita e particolarmente pre-
sente nelle popolazioni femminili
occidentali ed &€ un fenomeno in
aumento, specie nelle donne in
postmenopausa.

Fondamentale in questo conte-
sto e il ruolo dell’esercizio fisico,
tuttavia dagli studi internazionali
sembra che, a parita di quantita di
esercizio fisico, le donne abbiano
meno benefici in termini di ridu-
zione di peso e aumento di HDL
rispetto agli uomini® ',

Menopausa, disfunzione
endoteliale e aterosclerosi

Studiando la relazione tra gene-
re e disfunzione endoteliale, si
osservato che nel sesso maschile
I'invecchiamento si accompagna
in modo costante e omogeneo
all'insorgenza di disfunzione en-
doteliale, mentre nel sesso fem-
minile la funzione endoteliale si
deteriora rapidamente con I'in-
sorgenza della menopausa.

Nell’eta fertile gli estrogeni pro-
teggono I'endotelio, mentre in
menopausa il deficit di estrogeni
aumenta l’espressione del recet-
tore AT1 vascolare, che media la
vasocostrizione indotta dall’an-
giotensina II.

Il quadro ormonale influenza
anche i fattori di rischio corona-
rici. Gli estrogeni favoriscono un
profilo lipidico che non predispo-
ne alla formazione della placca
ateromatosa.

Il calo estrogenico menopausa-
le, oltre a produrre disfunzione



endoteliale, induce aumento del
colesterolo totale e LDL, dimi-
nuzione delle HDL e riduzione
della sensibilita all'insulina, che
favorisce la comparsa del diabete
mellito. Lo stato ormonale post-
menopausale si associa inoltre ad
aumento della pressione arterio-
sa e del peso corporeo. Rispetto
all’eta fertile, il pannicolo adi-
poso si ridistribuisce secondo il
modello androide, con aumento
del rapporto vita/fianchi, e cio
aumenta la resistenza insulinica
e favorisce gli eventi cardiova-
scolari.

Studi anatomo-patologici dimo-
strano che nei maschi la forma-
zione della placca aterosclerotica
inizia a rendersi evidente verso i
30 anni circa e a partire da questa
eta compaiono placche coronari-
che, in fase di avanzata matura-
zione.

Nella donna la protezione data
dall’“ombrello estrogenico” ritar-
da la formazione delle placche,
che compaiono dopo la meno-
pausa. Considerando che la plac-
ca impiega dai 15 ai 25 anni per
creare nell’arteria un restringi-
mento emodinamicamente signi-
ficativo, questo spiega perché nel
sesso maschile le sindromi coro-
nariche acute insorgano in media
dopo i 50 anni, mentre nelle don-
ne questo avviene mediamente 20
anni piu tardi, intorno ai 70 anni.
Anche [l'evoluzione della placca
sembra differente.

Negli infarti acuti di donne gio-
vani vengono spesso osservate
lesioni coronariche erosive e dis-
secanti, piuttosto che la classica
lesione con rottura della capsula
fibrosa e trombo ostruttivo.

Su questa base anatomo-patolo-
gica ¢ comprensibile che la tera-
pia trombolitica risulti inefficace
in alcune donne, data I’assenza di
trombo.

Cardiopatia ischemica
e differenze di genere

Il dolore toracico rimane un

sintomo cruciale della cardiopatia
ischemica sia nel sesso maschile
che nel sesso femminile. La valu-
tazione del dolore toracico costi-
tuisce un momento fondamentale
nella diagnosi e cura della cardio-
patia ioschemica nella donna.

La valutazione della cosiddetta
“tipicita” del dolore anginoso e
ancora oggi un momento cruciale
nel processo diagnostico dell’an-
gina e dell’infarto, sia nell'uomo
che nella donna, mancando di
fatto un test in grado di discrimi-
nare, nel momento in cui compa-
re, se quello in corso ¢ un dolore
ischemico cardiaco o meno.

I vari mezzi diagnostici (ECG,
ecocardiogramma, esami emato-
chimici) possono essere negativi,
sebbene cio non escluda la dia-
gnosi di cardiopatia ischemica.
Molto spesso donne con angina
presentano un quadro angiogra-
fico non caratterizzato da plac-
che criticamente occludenti il
lume vasale e, anzi, nelle donne
il dolore della sindrome corona-
rica acuta ha caratteristiche dif-
ferenti per sede e tipologia (piu
spesso localizzato nel dorso e al
collo, oppure nel precordio, ma
non nella regione retrosterna-
le).

Inoltre, gli altri sintomi che ac-
compagnano la patologia corona-
rica possono essere differenti, con
una maggiore presenza di sinto-
mi non specifici e spesso ignorati
o atipici (assenza di sudorazione
e presenza piu spesso di dispnea,
insonnia, agitazione, nausea e vo-
mito), scarsamente presenti nel
sesso maschile. E stata descritta
una diversita anche per gli stimo-
li in grado di scatenare il dolore:
nell’'uomo tipicamente I'eserci-
zio fisico, nella donna l'esercizio
mentale o gli eventi ad impronta
emotiva importante. Inoltre, nel-
le donne sono piti frequenti gli in-
farti “silenti”, non accompagnati,
ciog, da alcuna sintomatologia
clinica. Importante ricordare che
gli studi volti a determinare la
cosiddetta “tipicita” dell’angina

sono stati effettuati in popolazio-
ni a prevalente componente ma-
schile.

Cio ha certamente contribuito
a cattive interpretazioni di tale
fondamentale fenomeno clinico.
Infine, la distribuzione dell’ate-
rosclerosi nei vasi epicardici po-
trebbe differire nei due generi's:
negli uomini sarebbe prevalen-
te la presenza di lesioni singole
ostruttive/stenosanti, segmenta-
rie, mentre nelle donne sarebbero
pit frequenti le lesioni multiple o
diffuse, con riduzione del calibro
del vaso continua, piuttosto che
segmentaria.

Farmaci cardiovascolari:

si possono usare e si usano
allo stesso modo negli uomini
e nelle donne?

Vi sono aspetti di farmacocineti-
ca legati al genere femminile, po-
tenzialmente in grado di influen-
zare una diversa risposta terapeu-
tica rispetto agli uomini.

La minore massa corporea, la
piu elevata percentuale di tessuto
adiposo, il diverso profilo ormo-
nale, che influenza il metaboli-
smo epatico e il legame proteico
dei farmaci, e la minore velocita
di filtrazione glomerulare, sono
tutti elementi potenzialmente in
grado di differenziare la risposta
terapeutica nella donna rispetto
all'uomo. Inoltre le diversita del
profilo di rischio cardiovascolare,
della diagnosi, dell’eziopatogene-
si della cardiopatia ischemica, po-
trebbero indirettamente influen-
zare la diversa risposta terapeuti-
ca nelle donne.

Riguardo alle evidenze sull’effi-
cacia nelle donne dei farmaci usati
per il trattamento e la prevenzio-
ne delle malattie cardiovascolari,
bisogna tenere presente alcuni
importanti limiti degli studi su
cui si sono basate le prove di ef-
ficacia e sicurezza. Il limite prin-
cipale ¢ che nella maggior parte
dei trials terapeutici il genere ma-
schile & di gran lunga quello piu
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rappresentato®. Di conseguenza,
alcune indicazioni terapeutiche
o preventive riguardanti le donne
sono state ottenute mediante ana-
lisi di sottogruppo, piuttosto che
attraverso studi condotti su una
popolazione interamente femmi-
nile. Inoltre nessuno dei trials ¢
stato condotto in popolazioni me-
diterranee.

Alcuni studi hanno inoltre evi-
denziato differenze di alcune stra-
tegie terapeutiche o di prevenzione
applicate alle malattie cardiovasco-
lari nelle donne, rispetto alla con-
troparte maschile, anche quando
tali differenze non siano supporta-
te da studi clinici controllati.

Ad esempio, nel trattamento del-
I'ipertensione arteriosa, Klungel et
al.' hanno riportato una disomo-
geneita di trattamento tra uomini
e donne, fra il 1987 e il 1995, in
pazienti ipertesi di eta compresa
frai20 ei59 anni.

In particolare i diuretici erano
significativamente pili usati nelle
donne rispetto ad altre classi di
farmaci quali calcio-antagonisti,
ACE-inibitori o beta-bloccanti, che
invece erano piu usati negli uomi-
ni. Tale atteggiamento terapeutico
non aveva un razionale basato su
evidenze che raccomandasse classi
di farmaci antipertensivi diverse
negli uomini e nelle donne.

Un risultato simile e stato eviden-
ziato anche dallo studio Brisighel-
la, condotto in Italia tra il 1992 e il
1996, sull’'uso di farmaci antiper-
tensivi usati in monoterapia.

Tale studio ha mostrato che,
nell’arco dei 4 anni studiati, negli
uomini I'impiego dei diuretici de-
cresceva, mentre aumentava signi-
ficativamente I'impiego di calcio-
antagonisti e ACE-inibitori.

Questo trend non era presente
nella popolazione femminile, dove
I'uso dei diuretici era pressoché
costante, mentre i calcio-antago-

nisti e gli ACE-inibitori subivano
un incremento inferiore rispetto
alla popolazione maschile!”.

Un’altra segnalazione sul diffe-
rente impiego di farmaci cardio-
vascolari nelle donne, al di fuori
dei trials clinici, ¢ stato eviden-
ziato dall’Euro Heart Survey of
Stable Angina'®, che ha riportato
in donne con angina stabile un
uso significativamente minore
di aspirina, antiaggreganti, ipoli-
pemizzanti e statine rispetto agli
uomini.

Prevenzione cardiovascolare
per le donne

LAmerican Heart Association
ha recentemente aggiornato le
Linee Guida per la prevenzione
del rischio cardiovascolare nel-
la donna, introducendo modifi-
che sostanziali al testo del 2004
e sottolineando I'importanza di
implementare gli studi di genere,
a dimostrazione di una maggiore
attenzione alla salute cardiova-
scolare nella donna.

Un importante cambiamento,
rispetto alla precedente versione,
riguarda la classificazione del ri-
schio cardiovascolare.

Nella versione del 2004 le don-
ne venivano classificate in quat-
tro classi, definite a rischio alto,
intermedio, basso, ottimale.

Laggiornamento raccomanda
invece di classificare le donne in
sole tre categorie: a rischio otti-
male, a rischio, ad alto rischio.
Lintroduzione della categoria di
“rischio ottimale”, che corrispon-
de all’assenza di fattori di rischio,
serve a motivare le donne ad
adottare o mantenere gli stili di
vita piu salutari, capaci di mini-
mizzare il rischio modificabile.

La categoria di donne “arischio”
sostituisce le due precedenti ca-
tegorie di rischio intermedio e

basso, che venivano distinte in
base alla probabilita di eventi co-
ronarici predetta dal punteggio di
rischio Framingham.

Il razionale per abbandonare
questa classificazione deriva dalla
considerazione che lo score Fra-
mingham, che calcola il rischio
coronarico a 10 anni, sottostima
il rischio a lungo termine delle
donne esposte a uno o piu fatto-
ri di rischio, in quanto la durata
media di vita della donna ¢ assai
lunga e la sua aspettativa di vita
va bene al di la dei 10 anni consi-
derati nel Framingham.

Ne deriva una sottovalutazione
del rischio e conseguentemen-
te della prevenzione. Pertanto
si considerano “a rischio”, dun-
que meritevoli di adottare misu-
re preventive, donne con uno o
piu fattori di rischio per malattia
cardiovascolare, o con evidenza
di malattia cardiaca o vascolare
subclinica con o senza fattori di
rischio, oppure sedentarie o che
seguono uno stile di vita non sa-
lutare. Nelle nuove linee guida
si utilizza lo score Framingham
solo per identificare la donna ad
alto rischio (score risk > 20%).
Anche la presenza di calcificazio-
ni coronariche o di placche/ispes-
simento medio-intimale della ca-
rotide identifica donne a rischio
elevato.

In Italia I'Istituto Superiore di
Sanita - Progetto Cuore - ha ela-
borato le carte del rischio cardio-
vascolare, tratte da una popola-
zione italiana. Le carte italiane
sono distinte per genere e sono
uno strumento utile, che con-
sente ad ogni donna di conosce-
re facilmente il proprio rischio
cardiovascolare. Tuttavia anche
queste carte risentono dello stes-
so limite delle Linee guida ameri-
cane del 2004, poiché stimano il
rischio a 10 anni.

* In alcuni casi la ragione della minore percentuale di donne arruolate nei grandi trials terapeutici dipende dal fatto che, quando
si testa un nuovo farmaco di cui non sono noti i potenziali effetti teratogeni, il protocollo esclude 'arruolamento di donne in eta
fertile, o richiede I'assoluta certezza che la donna non sia esposta al rischio di gravidanza per tutto il periodo dello studio.
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Ne consegue che le carte italia-
ne attribuiscono alle donne un
basso rischio anche in presenza
di piu fattori di rischio cardio-
vascolari maggiori. Per fare un
esempio, una donna di 55 anni
con ipercolesterolemia (coleste-
rolo totale di 270 mg/dl) e iper-
tensione arteriosa (170 mmHg
di pressione arteriosa sistolica)
risulta avere una probabilita di
eventi cardiovascolari a 10 anni
inferiore al 5%, cioe si trova nella
fascia di rischio piu bassa, che le
linee guida dell’American Heart
Association definiscono “rischio
ottimale”.

Ma secondo le linee guida ame-
ricane questo livello di rischio
ideale non e compatibile con la
presenza di uno o piu fattori di
rischio. Sarebbe auspicabile che
si arrivi anche in Italia a una ri-
flessione su questi aspetti e a pro-
durre specifiche linee guida per
la prevenzione cardiovascolare
nelle donne italiane, ai fini di una
pitt attenta ed energica preven-
zione.

Le linee guida del’AHA sulla
prevenzione nelle donne indica-
no gli interventi sullo stile di vita
e sui maggiori fattori di rischio,
gli interventi farmacologici ad
azione preventiva e segnalano
anche gli interventi da evitare in
quanto non efficaci o addirittura
dannosi.

Per quanto riguarda gli stili di
vita, le donne dovrebbero bandire
totalmente il fumo, fare attivita
fisica anche moderata, avere una
dieta ricca di frutta, verdura e fi-
bre, cercare di mantenere un peso
costante evitando di ingrassare e
dimagrire continuamente.

Tra i maggiori fattori di rischio
su cui intervenire vi € la pressio-
ne sanguigna, che dovrebbe es-
sere mantenuta intorno a 80/120
mmHg. Importante ¢ anche con-
trollare i livelli di colesterolo e
trigliceridi (che devono essere ri-
spettivamente inferiori a 100 mg/
dl e 150 mg /dl). Le linee-guida
dedicano anche un ampio spazio

a sottolineare con forza I'impor-
tanza di continuare a condurre
gli studi di genere.

Sesso debole a meta

Dal punto di vista cardiovascola-
re, si puo certamente dire che la
donna in eta fertile rappresenta il
vero sesso forte. E la menopausa a
renderla molto pit1 vulnerabile, ad
alto rischio di eventi cardiovasco-
lari. Per lungo tempo la medicina
clinica ha trascurato di indagare
le differenze biologiche di genere
e ha continuato a curare le donne
come fossero uomini.

Oggi sappiamo che sono neces-
sari studi specifici per comprende-
re meglio le specificita delle ma-
lattie cardiovascolari nelle donne.
Servono anche politiche sanitarie
mirate a promuovere trattamenti
piu aggressivi dei fattori di rischio
femminili, affinché una attenta
opera di prevenzione controbilan-
ci gli effetti negativi della meno-
pausa e attenui il carico di eventi
fatali e disabilita che minaccia le
donne in eta avanzata.

Dato che I'Italia e tra i primi pae-
si al mondo per eta media di vita
delle donne e per percentuale di
donne anziane sul totale della po-
polazione (le donne oltre i 65 anni
sono il 16%, gli uomini I'11,4%),
¢ indispensabile e urgente che il
cuore delle donne venga messo al
centro dei programmi nazionali di
ricerca biomedica e di prevenzio-
ne cardiovascolare.
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Unita di farmacologia clinica
(Farmacocinetica, Farmacogenetica,
Farmacovigilanza e Fase 1),
Ospedale “Sacco” Milano

Alberto Scanni

Direttore Generale Azienda Ospedaliera L. Sacco

I recenti sviluppi scientifici
pongono come necessita rile-
vante la costituzione in Italia di
Unita operative di Farmacologia
clinica, inserite in strutture ospe-
daliere e che sappiano rispondere
a tutte le esigenze della moderna
terapia medica.

Laumento drammatico di ri-
sposte imprevedibili ai farmaci,
dovute all’effetto combinato di
aspetti di variabilita individuale
associati alla introduzione di te-
rapie complesse, € un problema
infatti sempre pili rilevante.

La questione ¢ stata finora af-
frontata con un approccio essen-
zialmente empirico, con signifi-
cativo peggioramento dei rappor-
ti rischio/beneficio e costo/bene-
ficio della terapia, e gravosi oneri
a carico del Servizio Sanitario.

I noti fenomeni di immigrazio-
ne di persone con background
genetico diverso da quello italia-
no hanno contribuito ad acuire la
complessita della situazione.

Le Unita di Farmacologia cli-
nica oggi devono dunque essere
in grado di coniugare tutti gli
aspetti di analisi e di valutazione
del farmaco non soltanto quando
somministrato al paziente, ma
anche - e prioritariamente - dal-
I'inizio della sua storia. In altre
parole, svolgere studi di Fase I su
volontario sano. Un aspetto de-
cisivo sia per lo studio dei nuo-
vi farmaci che per la valutazione
della bioequivalenza dei farmaci
generici e biosimilari ai farmaci
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di marca gia noti.

Il contesto attuale si presen-
ta particolarmente favorevole a
questa sfida; la direttiva europea
2001/20/CE sta provando ad ar-
monizzare le modalita di ricerca
sul farmaco in tutti i Paesi euro-
pei e coinvolge anche le procedu-
re per la valutazione dei farmaci
in Fase I. LItalia, in passato un
po’ alla finestra da questo punto
di vista, si sta ora muovendo bene
a livello governativo per il rece-
pimento di questa normativa, sia
grazie ai decreti attuativi recen-
temente pubblicati, sia grazie alla
costituzione  dell’Osservatorio
nazionale sulla sperimentazione
clinica dei medicinali e agli ac-
cordi di programma recentemen-
te stipulati da AIFA con le aziende
farmaceutiche, grazie ai quali piu
di 50 progetti di investimento nel
farmaco hanno ricevuto un con-
tributo economico statale. Inol-
tre, un accordo tra AIFA, ISS e
Assobiotec promuovera ulterior-
mente I'avvio di sperimentazioni
di Fase I.

LISS grazie al lavoro della
Commissione di Fase I ha inol-
tre significativamente migliorato
procedure e tempistiche per la
valutazione dei protocolli clinici
rendendo I'Italia di nuovo com-
petitiva a livello europeo.

Queste strategie hanno certa-
mente migliorato I'immagine
dell'Italia presso le aziende mul-
tinazionali e la maggior fiducia

degli sponsor si e gia tradotta in
un aumento delle richieste di au-
torizzazione a studi di Fase I sul
nostro territorio che sono passate
dalle 10 del 2003 alle 43 del 2008.
E dunque arrivato il momento di
raccogliere appieno la sfida per
far risorgere I'Italia ai livelli di
eccellenza farmacologica che le
SONno propri.

L’Azienda Ospedaliera L. Sacco,
in collaborazione con 1‘Universi-
ta di Milano e in accordo e con
il sostegno della Regione Lom-
bardia, ha deciso di contribuire
attivamente a questa sfida, costi-
tuendo la prima Unita operativa
di Farmacologia clinica pubblica
in Lombardia. La forza di questa
Unita risiede nel fatto che integra
in una struttura unica ed in modo
coordinato farmacocinetica, far-
macogenetica, farmacovigilanza
e struttura di Fase I sia per studi
su volontari sani che su pazienti
oncologici o affetti da AIDS.

La struttura e oggi operativa e
si avvale di personale altamente
qualificato e di grande esperienza
in ogni specifica branca della far-
macologia medica.

La dotazione tecnologica ¢ al-
I'avanguardia grazie a un signifi-
cativo investimento da parte del-
’Ospedale per rispondere a requi-
siti di qualita ed efficienza che lo
rendano competitivo in Italia ed
in Europa.

I primi passi di questa uni-
ta sono positivi e ci attendiamo



dunque che possa contribuire in
modo importante al migliora-
mento della salute pubblica, alla
razionalizzazione dei suoi costi
e alla ricerca farmacologica sia
spontanea che sponsorizzata.

L'Unita per la sua natura di
struttura pubblica ha come mis-
sion servire l'interesse pubblico
in ogni suo aspetto, quindi anche
attraverso la messa a disposizio-
ne di know-how farmacologico
raffinato, ma a costi fortemente
competitivi, alle aziende farma-
ceutiche italiane, alle start up e
spin-off biotecnologiche e alle
aziende multinazionali che in-
tendano investire in ricerca in
Italia accelerando lo sviluppo di
lead compounds.

L'Unita potra cogliere opportu-
nita di ricerca innovativa soprat-
tutto per la sua localizzazione
allinterno di un Polo integrato
di ricerca che comprende Uni-
versita, Azienda Ospedaliera e in
futuro, quando nascera la Citta
della Salute, IRCCS Besta e Isti-
tuto Nazionale dei Tumori.

Lorganizzazione della
struttura

La Unita di Fase I sara ospita-
ta in un’area dedicata e separata
dell’ospedale, in una struttura gia
accreditata e molto confortevole
che accoglie 4 letti monitorati per
volontari sani, espandibili a 6, sala
ricreazione, studio medici e strut-
ture per la manipolazione del far-
maco e lo stoccaggio di campioni
biologici.

L'Unita, coordinata da un re-
sponsabile medico e dal farmaco-
logo clinico, e dotata di personale
medico ed infermieristico specia-
lizzato e con lunga consuetudine
agli studi clinici.

Il fatto che I'Unita si collochi
allinterno di un Ospedale come
il Sacco garantisce inoltre la pre-
senza di specialisti in diverse aree
terapeutiche che sono in grado
di supportare I’Unita con le loro
competenze specifiche. Un plus e
costituito dalla presenza in staff di

un esperto di materia di metodo-
logia della ricerca clinica e di bio-
statistica con esperienza venten-
nale nell'industria farmaceutica.
La Unita di Fase I agira in sinergia
con le strutture di laboratorio di
farmacocinetica, farmacogenetica
e biochimica clinica. Sara in gra-
do di offrire studi completi di fase
0 e I, studi “proof of concept”, di
bioequivalenza e biodisponibilita,
sicurezza cardiaca, sicurezza e
dose massima tollerabile, relazio-
ne struttura-attivita, interazioni
farmacologiche, farmacocinetica
e metabolismo.

Il laboratorio di Farmacocine-
tica e gdestito da un farmacista
specialista in farmacologia clinica
coadiuvato da due tecnici di cui
uno specializzato in spettrometria
di massa.

Esso ¢ dotato di due HPLC, una
associata ad UV e una configurata
come LC-MS/MS, al fine di permet-
tere lo studio del profilo farmaco-
cinetico completo (assorbimento,
distribuzione, metabolismo ed
escrezione) ed il monitoraggio
terapeutico sia a livello ematico/
plasmatico, sia intracellulare per
pit analiti (farmaci, metaboliti,
peptidi) contemporaneamente, a
tempi ridotti e ad alta sensibilita
analitica.

I1 laboratorio di Farmacogene-
tica e gestito da un biologo spe-
cialista in biologia molecolare e
genetica coadiuvato da un tecni-
co biotecnologo. E dotato di una
piattaforma tecnologica per lo
studio dei polimorfismi a singolo
nucleotide, basata sulla tecno-
logia del pirosequenziamento, e
I'analisi in Real Time PCR molto
affidabili. Questa configurazione
permettera lo studio di associa-
zioni tra variabilita della risposta
ai farmaci e substrato genetico
permettendo di identificare trat-
tamenti farmacologici che possa-
no essere particolarmente utili,
0 viceversa sconsigliati, in certi
sottogruppi di individui, ottimiz-
zando la risposta terapeutica e mi-
nimizzando gli effetti avversi.

Il servizio di Farmacovigilanza,

dotato delle principali banche dati
e gestito da un biologo specialista
del settore ed un farmacista, si
occupa non solo della farmacovi-
gilanza all'interno dell’Ospedale
Sacco in collaborazione con la
farmacia ospedaliera, ma gestisce
in stretto coordinamento con la
Regione alcuni progetti rilevanti
al monitoraggio analisi e com-
prensione delle reazioni avverse.
Un aspetto prioritario e costituito
dal paziente pediatrico, paziente
a rischio perché di fatto incluso
solo raramente nei trials clinici
dei farmaci, e quindi virtualmen-
te trattato con terapie “off-label”.
La competenza in farmacovigilan-
za dell’'Unita fornira un supporto
culturale fondamentale alla attivi-
ta della struttura di Fase I.

L'Unita si giova infine di un la-
boratorio di farmacobiologia tra-
slazionale, gestito da professioni-
sti di lunga esperienza nel campo
delle scienze di base e dotato di
strumenti all’avanguardia, soprat-
tutto nel campo del metabolismo
cellulare e in quello della bioener-
getica. Questo laboratorio contri-
buira al disegno di marcatori far-
macodinamici raffinati e permet-
tera una verifica costante del dato
farmacologico a livello cellulare e
molecolare, e nel modello anima-
le, facilitando quindi una sua piu
corretta comprensione.

Il rispetto dei requisiti di quali-
ta ed eticita e, infine, presupposto
essenziale per ottenere risulta-
ti credibili nell’ambito clinico-
scientifico.

A questo scopo sono state svi-
luppate procedure operative che
garantiscono il rispetto delle con-
dizioni di lavoro in GLP e GCP con
controlli di qualita programmati
nel tempo. Per quanto riguarda
gli aspetti di eticita, I'Unita si av-
vale del CE dell’Ospedale Sacco
che ha avviato iniziative specifi-
camente indirizzate a ridurre i
tempi autorizzativi dei protocolli
contribuendo a rendere il sistema
altamente competitivo.
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3° FORUM NAZIONALE PHARMA
Ricerca Innovazione in Farmacologia

26-28 maggio 2010

Chia Laguna Resort - Domus De Maria, Localita Chia, Cagliari

Anche quest’anno la Societa Italiana di Farmacologia, insieme alla Societa di Scienze
Farmacologiche Applicate ed alla Societa Italiana di Scienze Farmaceutiche, organizza
il 3° Forum Nazionale Pharma Ricerca Innovazione in Farmacologia che si terra il 26,
27 e 28 maggio 2010 al Chia Laguna Resort, Domus De Maria, Localita Chia (CA). Ver-
ranno affrontati 4 temi di grande rilevanza ed attualita: Biomarker e sperimentazione
clinica, HTA e innovazione terapeutica, Omogeneita dell’accesso terapeutico, Regioni e
LEA, Farmaci e Anziani. La lettura magistrale sara tenuta da Enrico Garaci, Presidente
dell'Istituto Superiore di Sanita. Il programma dettagliato e disponibile sul sito web della

SIF (www.sifweb.org).
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