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Urocortins and the corticotropin releasing hormone have a long evolutionary history. In the nervous
system the corticotropin releasing hormone is responsible of anxiogenic effects associated with stress,
while urocortins are concerned with adaptive behavior.

Urocortins are also expressed in the heart, where they may play an autocrine/paracrine role bind-
ing to corticotropin releasing hormone-R2 receptors. The expression of endogenous cardiac urocortin
is increased by in vitro ischemia-reperfusion damage, and the addiction of exogenous urocortins is as-
sociated with reduction of myocardial cell death during ischemia-reperfusion damage in vitro, ex vi-
vo and in vivo. In isolated perfused heart urocortin enhances cardiac contractility and decreases high
energy phosphates reduction after ischemia-reperfusion damage. Urocortin is also associated with pe-
ripheral and coronary vasodilation and with positive inotropic effect. There are experimental data
which suggest a beneficial effect of urocortins in subjects with heart failure and a possible beneficial
role of urocortin in preventing the iatrogenic ischemia-reperfusion damage caused by cardioplegic ar-
rest during cardiac surgery. These early observations suggest that assessment of the clinical use of
urocortin in heart failure and for the prevention of ischemia-reperfusion damage in cardiac surgery

should be actively pursued.
(G Ital Cardiol 2007; 8 (4): 236-245)

Introduzione

Le urocortine fanno parte di un’ampia fa-
miglia di peptidi che include I’ormone di ri-
lascio corticotropo (CRH) dei mammiferi,
I’urotensina 1 dei pesci e la sauvagina degli
anfibi'. Il CRH fu il primo membro della
famiglia delle urocortine ad essere identifi-
cato nei mammiferi e fu purificato dall’ipo-
talamo ovino per la prima volta nel 19812.
A livello ipotalamico il CRH coordina le ri-
sposte endocrine e comportamentali agli
stimoli percepiti come stressanti, incre-
mentando la secrezione ipofisaria dell’or-
mone adrenocorticotropo (ACTH) e conse-
guentemente promuovendo la produzione
di steroidi a livello surrenale®*. I cortico-
steroidi a loro volta esercitano un feedback
negativo sia sulla secrezione di ACTH sia
di CRH, in modo che I’asse ipotalamo-ipo-
fisi-surrene funzioni in modo equilibrato.
Numerosi studi hanno, inoltre, dimostrato
I’espressione di CRH in alcune regioni ce-
rebrali al di fuori dell’ipotalamo, dove pare
possa agire come neurotrasmettitore in-
fluenzando in particolar modo 1 attivita del
sistema nervoso autonomo e le funzioni
dell’apparato cardiovascolare’. Al contra-
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rio, gli studi che avevano evidenziato
un’ampia distribuzione periferica del CRH,
per esempio a livello del cuore® e dei linfo-
citi’, sono stati recentemente messi in di-
scussione. Infatti, € stato dimostrato che al-
meno alcune delle sonde molecolari e degli
anticorpi utilizzati inizialmente per indivi-
duare il CRH presentavano una reazione
crociata con 1’urocortina®. Al momento at-
tuale, non ¢ ancora stato possibile clonare
una molecola di CRH dalla biblioteca di
DNA cardiaco, mentre non pud essere
esclusa la possibilita che i linfociti siano in
grado di produrre sia I’urocortina sia il
CRH, nonostante gli studi fino ad ora esi-
stenti abbiano individuato I’espressione
della sola urocortina’.

L’urocortina fu clonata, per la prima
volta, dal cervello del ratto!® e chiamata
cosi a causa della somiglianza per il 63%
con la sequenza dell’urotensina e per il
45% con il CRH. La molecola umana ven-
ne successivamente clonata dalla bibliote-
ca genomica'l. Recentemente altre due
urocortine sono state clonate dalla banca
genomica umana: ’urocortina II (stressco-
pin-related peptide) e 1’urocortina III
(stresscopin)!?13,
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Esistono pertanto nei mammiferi quattro peptidi
correlati tra loro: il CRH e le tre urocortine. Tali pepti-
di possiedono aspetti molecolari e biochimici simili e
funzioni sovrapponibili, anche se stanno iniziando ad
emergere sottili differenze nella loro biologia moleco-
lare e funzionale.

Biologia molecolare e biochimica
delle urocortine

Organizzazione genomica
1l gene umano dell’urocortina ¢ localizzato a livello del
cromosoma 2p23-2p21 ed & costituito da due esoni.
L’esone 1 codifica esclusivamente per la regione non
tradotta 5°, mentre I’intera regione codificante & situata
nell’esone 2. Questa organizzazione appare analoga a
quella del gene codificante per il CRH'#, avvalorando
I’ipotesi che queste due molecole abbiano origine da
una duplicazione genica. Una struttura analoga ¢ stata
individuata anche a livello dei geni codificanti 1’uro-
cortina in altre specie animali, come ad esempio il rat-
to!3. Al contrario, la struttura dei geni dell’urocortina IT
e III non ¢ ancora stata determinata in nessuna specie.
Attualmente, nell’uomo, i geni codificanti I’urocor-
tina II e III sono stati identificati rispettivamente a li-
vello del cromosoma 3p21.3 e 10p15.1 (Figura 1).
Sono relativamente pochi gli studi che hanno inda-
gato la regolazione trascrizionale dei geni dell’urocor-
tina. A questo proposito, il gruppo di Vale ha clonato
approssimativamente 3.2 e 2.3 kb delle sequenze af-
fiancate in 5’ rispettivamente nel topo e nell’uomo!'.
Sono stati identificati un TATA box e sequenze consen-
suali per apl, Brn-2, C/EPB, GATA e cREB con se-
quenze promoter simili sia nel topo sia nell’uomo. Al-
cune osservazioni sperimentali hanno inoltre suggerito
la presenza di un elemento regolatore negativo tra la
posizione -395 e -295 simile alla sequenza regolatrice
negativa gia nota NRSE/REL. Studi di tipo funzionale
hanno inoltre dimostrato che 1’adenosina monofosfato
ciclico ¢ in grado di stimolare I’ attivita del promoter, at-
tivando il processo di trascrizione genica. Osservazioni
in vitro su colture di miocardiociti di ratto hanno inol-
tre evidenziato che I’ischemia miocardica costituisce
un potente stimolo alla sintesi e al rilascio di urocorti-
na, con un notevole incremento della concentrazione
intracellulare di RNA messaggero codificante il pro-or-
mone e un’aumentata concentrazione del peptide matu-
ro nel mezzo di coltura'®. Recentemente sono stati clo-
nati tre frammenti di promoter dell’urocortina II ed un
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Figura 1. Struttura del gene codificante per l'urocortina. E possibile no-
tare la presenza di due esoni, con l'intera regione codificante la protei-
na situata a livello dell’esone 2.
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elemento regolatore negativo!’. E interessante notare
che contrariamente a quanto avviene per il CRH, la cui
sintesi viene inibita dai corticosteroidi, 1’ attivita di tut-
ti i tre promoter dell’urocortina II viene stimolata dal
desametasone.

Biochimica

Analogamente al CRH, le tre urocortine sono sintetiz-
zate come precursori che poi vengono clivati in modo
da dare origine ai peptidi finali maturi. Le dimensioni
dei precursori e dei peptidi finali variano da specie a
specie. In particolare nell’uomo la pro-urocortina ¢ un
peptide di 123 aminoacidi e il peptide maturo di 40
aminoacidi ¢ immediatamente preceduto da un motivo
RRGK che probabilmente rappresenta il sito C-termi-
nale di clivaggio e amidazione'!.

L’urocortina II e I'urocortina III sono invece costi-
tuite rispettivamente da 43 e 38 aminoacidi, e derivano
dal clivaggio rispettivamente della pro-urocortina II,
costituita da 112 aminoacidi, e della pro-urocortina III,
che si compone di 161 o 164 aminoacidi a seconda di
quale ATG viene utilizzato come codone iniziale!>!3.
L’urocortina IT sembra essere piu strettamente correla-
ta all’urocortina e al CRH rispetto all’urocortina III. 11
peptide maturo dell’urocortina II presenta, infatti, un
grado di omologia con I'urocortina e il CRH pari ri-
spettivamente al 42 e 34%!'2, mentre 1’urocortina IIT
presenta il 40% di omologia con 1’urocortina II, il 18-
21% con I’urocortina e infine il 26-32% con il CRH, a
seconda della specie'>. Numerosi studi suggeriscono
che la posizione C-terminale del CRH, implicata nel le-
game al recettore, assuma una conformazione ad a-eli-
ca'®”_ E la somiglianza della sequenza C-terminale
delle urocortine con il CRH suggerisce che anch’esse
abbiano una struttura ad a-elica. Nell’ipotalamo la pro-
cessazione del precursore del CRH umano sembra es-
sere operata dall’enzima pro-ormone convertasi (PC),
nelle sue forme PC1 e PC2202!, che cliva le proteine a
livello di specifiche sequenze nucleotidiche, mentre re-
stano ancora da determinare le proteasi responsabili
della formazione delle urocortine a partire dai peptidi
precursori.

I recettori per i peptidi della famiglia dell’ormone

di rilascio corticotropo

Sono state individuate nei vertebrati due classi di recet-
tori per i peptidi della famiglia del CRH?>?3 (Figura 2).
La prima, nota come CRH-R1, fu clonata da cDNA del
sistema nervoso centrale di ratto e da una banca di cor-
ticotropine derivate da cellule tumorali umane®*?°. La
seconda, CRH-R2, fu clonata in seguito sia nel ratto
che nell’'uvomo?%?’. CRH-R1 e CRH-R2 sono localizza-
ti rispettivamente sui cromosomi 17q12-q22 e 7p21-
p15282 ed entrambi sono espressi come numerose
isoforme. Tutte le isoforme sono costituite da recettori
accoppiati a proteine G di tipo stimolatorio e possiedo-
no sette domini transmembrana con conformazione a
elica, ma si differenziano per le diverse caratteristiche
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Figura 2. Recettori per i peptidi della famiglia dell’ormone di rilascio
corticotropo. Vengono messe in evidenza i differenti effetti conseguenti
all’interazione del peptide con i recettori di tipo 1 e di tipo 2. ACTH =
ormone adrenocorticotropo.
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del legame alle corrispondenti proteine G*. Il CRH-R1
umano presenta il 70% di omologia rispetto al CRH-
R27%7, ed entrambe le classi di recettori sono altamente
conservate tra la specie. La regione N-terminale in en-
trambe le classi di recettori ¢ importante per il legame,
anche se i domini selettivi per il ligando nel CRH-R1 e
nel CRH-R2 sono stati individuati in diverse regioni ex-
tracellulari’'.

CRH e urocortina legano sia CRH-R1 che CRH-R2,
anche se CRH-R2 ha una maggiore affinita di legame
per I’'urocortina. Alcune isoforme di CRH-R1 mancano
di particolari esoni N-terminali e di conseguenza mo-
strano una ridotta capacita di legame con il CRH*. Le
urocortine II e III legano esclusivamente il CRH-R2,
anche se I'urocortina III con affinita circa 10 volte in-
feriore a quella dell’urocortina II. Entrambi i recettori
trasmettono il segnale attraverso vie di traduzione che
comprendono enzimi ad attivita proteinchinasica e il
calcio intracellulare?’.

In generale CRH-R1 e CRH-R2 mostrano una di-
versa distribuzione anatomica, essendo CRH-R1 preva-
lentemente espresso a livello dell’encefalo e dell’ipofi-
si, mentre le isoforme del CRH-R2 si ritrovano in di-
screte quantita sia nelle regioni cerebrali sia in alcuni
organi periferici®334. Nell’encefalo la distribuzione di
CRH-R1 e CRH-R2 presenta una parziale sovrapposi-
zione, mostrando una moderata densita a livello dei nu-
clei dorsale e mediano del rafe, ma solo bassi livelli nei
nuclei ipotalamici paraventricolari. I recettori CRH-R1
sembrano essere i mediatori esclusivi degli effetti del
CRH sulla produzione di ACTH?-3.

Le isoforme di CRH-R2 sono le uniche ritrovate nel
sistema cardiovascolare. Esse sono espresse, infatti,
sulle cellule endoteliali e sulle cellule muscolari lisce
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dei vasi, dove la loro attivazione pud determinare una
riduzione della neoangiogenesi e vasodilatazione®’. 1l
CRH-R?2 ¢ stato ritrovato anche a livello del cuore, do-
ve viene espresso a livello di tutte le quattro camere car-
diache. Alcune citochine come I’interleuchina-1 e il
fattore di necrosi tumorale-a,, cosi come il digiuno,
sembrano associate ad una riduzione dell’espressione
del CRH-R2 nel cuore del ratto®®3%, mentre I’ espressio-
ne di CRH-R2 risulta incrementata nei cuori di ratti
spontaneamente ipertesi. Il ruolo di CRH-R2 e dei suoi
ligandi nell’ipertensione arteriosa rimane tuttavia da
stabilire, in quanto I’induzione di uno stato ipertensivo
attraverso un sovraccarico di sodio si associa ad una ri-
duzione “paradossa” dell’espressione di CRH-R24,

Funzione delle urocortine e dei recettori dell’ormone

di rilascio corticotropo: osservazioni su topi knockout
Nell’interpretazione di singoli esperimenti su animali
knockout, ¢ opportuno ricordare che il fenotipo dei sin-
goli geni ¢ spesso condizionato dal contesto genetico
globale in cui questi vengono espressi. Sono stati crea-
ti finora topi con deficit di urocortina, CRH-R1 e 2, ma
non di urocortine II e I11.

Da due studi ¢ emerso che gli animali privi di uro-
cortina erano fertili e non presentavano grossolane alte-
razioni fenotipiche*!#2. Tuttavia, essi presentavano de-
ficit uditivo, in accordo con i documentati elevati livel-
li di urocortina che sono normalmente presenti nelle re-
gioni cerebrali da cui origina I’innervazione per 1’orec-
chio interno®. In uno solo degli studi riportati, gli ani-
mali presentavano un incremento dei comportamenti
ansiosi. Al contrario, non sono state finora riportate al-
terazioni a livello cardiovascolare riferibili al deficit di
urocortina.

Recentemente sono stati esaminati modelli di topi
con deficit di CRH-R14. Come ci si poteva attendere,
questi animali hanno mostrato ridotto rilascio di ACTH
e corticosteroidi in risposta allo stress, nonostante i li-
velli basali di ACTH fossero normali a causa del rila-
scio ipofisario di arginina-vasopressina. Inoltre, gli ani-
mali con deficit di CRH-R1 mostravano un’aumentata
attivita esplorativa e una riduzione dei comportamenti
ansiosi®. Tale effetto ansiolitico in assenza di CHR-1 &
diverso da quanto visto per gli animali privi di urocor-
tina descritti sopra. Il ridotto apporto di cibo e la perdi-
ta di peso che si verifica normalmente in risposta al-
I’infusione intracerebrale di urocortina risultava annul-
lata nei topi knockout per CRH-R14, suggerendo una
possibile interazione urocortina/CRH-R1. 1l significato
fisiologico dell’interazione tra urocortina e CRH-R1
resta tuttavia da chiarire, in quanto I’infusione intrace-
rebrale potrebbe favorire il contatto tra I’urocortina e
una classe di recettori altrimenti inaccessibile. Anche in
questo modello sperimentale non sono state riportate
specifiche conseguenze cardiovascolari della delezione
del recettore.

La delezione del CRH-R2 ¢ stata presa in conside-
razione contemporaneamente da due gruppi di stu-
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dio*’#8. Gli animali knockour mostravano un incremen-
to della risposta allo stress, accompagnata da un incre-
mento duraturo nel tempo del livello di corticosteroidi.
In questi animali si osservava anche un aumento del-
I’ansia, in particolare nei maschi. Le osservazioni deri-
vate da modelli di delezione genica suggeriscono per-
tanto che I’interazione tra CRH e CRH-R1 funga da
mediatore per la risposta iniziale allo stress caratteriz-
zata da aumento della vigilanza e dell’attenzione, e che
la via urocortina/CRH-R2 sia invece coinvolta nella ri-
sposta di adattamento ad uno stress prolungato, favo-
rendo la riduzione dell’attivita simpatica e lo sviluppo
di comportamenti adattativi.

Gli animali knockout per CRH-R2 mostravano an-
che delle alterazioni a livello dell’apparato cardiova-
scolare sotto forma di un’aumentata vascolarizzazione
che aveva inizio circa 21 giorni dopo la nascita ed era
mediata da elevati livelli di vascular endothelial growth
factor (VEGF)®. L'urocortina, agendo attraverso il
CRH-R2, appare quindi in grado di inibire 1’espressio-
ne del VEGF, e di conseguenza I’angiogenesi.

Effetti dell’urocortina sul sistema
cardiovascolare

Effetti vasoattivi e inotropi

Numerosi studi hanno evidenziato gli effetti sul sistema
cardiovascolare determinati dalla somministrazione
esogena di peptidi CRH simili (Figura 3). A questo pro-
posito il gruppo di Vale!© osservd che la somministra-
zione di urocortina a ratti coscienti induceva uno stato
ipotensivo dose-dipendente, che perdurava per almeno 2 h
ed era associato ad aumento della frequenza cardiaca
mediato, almeno in parte, da un riflesso barocettivo.
Analogamente, Lenz et al.”® ¢ Parkes et al.>! hanno do-
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cumentato che in ratti anestetizzati I’infusione di uro-
cortina per via endovenosa portava a caduta della pres-
sione arteriosa e delle resistenze arteriose e ad incre-
mento della frequenza cardiaca, suggerendo che un’a-
zione vasodilatatrice periferica, probabilmente a livello
del letto vascolare mesenterico, fosse un importante
meccanismo alla base dell’effetto ipotensivo. In aggiun-
ta agli effetti sulla pressione arteriosa e sulla frequenza
cardiaca, I’urocortina determinava un aumento del flus-
so aortico e del rapporto dF/dt, due indici della contrat-
tilita cardiaca. Osservazioni condotte su preparati di
cuore isolato di ratto hanno messo in evidenza che 1’ag-
giunta di urocortina esogena in questo modello speri-
mentale portava ad un aumento della contrattilita car-
diaca associato ad un incremento del flusso coronarico.
La vasodilatazione coronarica risultava inibita dalla
somministrazione contemporanea di indometacina, sug-
gerendo che tale effetto fosse mediato dal rilascio di
prostaglandine da parte delle cellule endoteliali. Al con-
trario, la presenza di N-nitro-L-arginina-metilestere, un
inibitore del rilascio di ossido nitrico (NO), non portava
sostanziali variazioni della vasodilatazione coronarica,
rendendo quindi improbabile un effetto vasodilatatore
NO-mediato. Uno studio condotto su pecore coscienti
dimostrd, dopo infusione endovenosa di urocortina, un
incremento dose-dipendente della frequenza cardiaca,
della gittata sistolica e della contrattilita cardiaca cosi
come del flusso coronarico e una riduzione della pres-
sione arteriosa media®3. L’incremento contemporaneo
della contrattilita e della pressione arteriosa media sug-
gerisce che 1’urocortina possa esercitare un effetto ino-
tropo positivo diretto a livello cardiaco, indipendente
dai riflessi barocettivi, ma non esclude la possibilita di
meccanismi indiretti come il rilascio di peptide natriu-
retico atriale e cerebrale, la cui secrezione € stimolata
dall’urocortina in colture primarie di miociti cardiaci di

Figura 3. Effetti biologici dell’urocortina a livello del sistema nervoso centrale, dell’ apparato gastroenterico e dell’ apparato cardiovascolare. ACTH =

ormone adrenocorticotropo.
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neonati**. Inoltre, dal momento che I’incremento di ino-
tropismo viene osservato prima di qualsiasi variazione
della pressione venosa centrale, si pud concludere che il
miglioramento della performance cardiaca non ¢ da im-
putare a variazioni del precarico attraverso il meccani-
smo di Starling. Per quanto riguarda I’incremento del
flusso coronarico, al momento attuale non esiste alcuna
evidenza che sostenga un effetto diretto dell’urocortina
sui vasi coronarici. Non puo essere escluso quindi che
questo fenomeno costituisca una fisiologica risposta dei
vasi coronarici all’incremento di consumo di ossigeno
dovuto all’aumento della frequenza e della contrattilita
cardiaca. E molto importante sottolineare la lunga dura-
ta degli effetti emodinamici mediati dall’urocortina, che
persistono per almeno 14 h dopo la somministrazione
del peptide, mentre la durata dell’effetto inotropo posi-
tivo viene calcolata in piu di 24 h. Tra tutti i peptidi con
azione inotropa positiva 1’urocortina possiede quindi
I’effetto pili prolungato’?.

Uno studio successivo® ha dimostrato che gli effetti
vasoattivi mediati dall’urocortina non erano influenzati
dal sistema nervoso autonomo. Infatti le variazioni di
frequenza cardiaca, di gittata e di contrattilita osservate
in pecore sane dopo infusione di urocortina risultavano
sovrapponibili a quelle osservate in pecore sottoposte a
blocco gangliare. Questi effetti sembrano mediati dal le-
game dell’urocortina all’isoforma beta del recettore
CRH-R2, poiché il pretrattamento con un antagonista
del CRH a dosi sufficientemente basse da ottenere un le-
game selettivo con il CRH-R2f era in grado di abolire
le risposte cardiovascolari all urocortina nelle pecore®.
Tale riscontro ¢ stato in seguito validato da due diffe-
renti studi, in cui ¢ stato dimostrato che gli effetti di ipo-
tensione e di incremento della contrattilita esercitati dal-
I’urocortina nei topi wild type erano completamente as-
senti negli animali knockout per il CRH-R247-57.

Le citochine infiammatorie, come 1’interleuchina-1
e 1l fattore di necrosi tumorale-«, cosi come 1’incre-
mento della sintesi di corticosteroidi indotto dallo
stress, riducono 1’espressione di CRH-R2%, suggeren-
do che lo stress e I'inflammazione potrebbero antago-
nizzare gli effetti benefici sul cuore mediati dall’uro-
cortina. E stato inoltre osservato che la stessa urocorti-
na riduce I’espressione di CRH-R2 a livello cardiaco,
favorendo lo sviluppo di tolleranza agli effetti di en-
trambi i peptidi endogeni ed esogeni. Questi studi, spe-
cialmente quelli suggestivi del fatto che lo stress possa
sensibilizzare il cuore all’ischemia riducendo la fun-
zione protettiva esercitata dall’urocortina endogena, ri-
vestono pertanto un importante significato clinico e co-
stituiscono uno spunto per la realizzazione di studi piu
ampi e approfonditi.

Tuttavia rimane incerto il significato in ambito fi-
siologico degli effetti osservati in seguito ad iniezione
sistemica di urocortina esogena, dal momento che I'u-
rocortina circolante & indosabile nel plasma umano?s,
anche se sono stati rilevati valori attorno a 100 pg/ml
nel plasma materno®®. Questa osservazione non per-
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mette pero di escludere che la produzione localizzata di
urocortina a livello del cuore possa esercitare effetti au-
tocrini e paracrini sulla funzione cardiaca simili a quel-
li prodotti dall’iniezione sistemica del peptide esogeno.

Un recente studio® ha anche dimostrato effetti emo-
dinamici favorevoli dell’urocortina in un modello spe-
rimentale di insufficienza cardiaca. Ripetuti boli intra-
venosi di urocortina in pecore con insufficienza cardia-
ca indotta dal pacing ventricolare ad elevata frequenza
determinavano un aumento della gittata cardiaca con ri-
duzione delle resistenze periferiche, della pressione ar-
teriosa media e della pressione atriale sinistra. Ulterio-
ri osservazioni hanno inoltre dimostrato che I’infusione
di urocortina III in pecore con insufficienza cardiaca ri-
sultava associata ad una riduzione della concentrazione
plasmatica di arginina-vasopressina, endotelina- 1, epi-
nefrina, renina e aldosterone, e ad incremento della diu-
resi, dell’escrezione renale di sodio e della clearance
della creatinina®'. Questi incoraggianti risultati metto-
no in evidenza la necessita di ulteriori ricerche sul pos-
sibile ruolo dell’urocortina nel trattamento dell’insuffi-
cienza cardiaca.

Cardioprotezione nel danno da ischemia/riperfusione
Molte evidenze suggeriscono che I’urocortina possa
esercitare un ruolo protettivo sui miociti cardiaci nei
confronti del danno da ipossia/riossigenazione e/o da
ischemia/riperfusione (Figura 4). L’esposizione di mio-
citi cardiaci ad una simulazione di ischemia/riperfusio-
ne in vitro porta infatti ad un’aumentata produzione di
mRNA dell’urocortina, cosi come al rilascio del pepti-
de maturo dai siti di deposito intracellulari®?. Il mecca-
nismo con cui I’ischemia/riperfusione conduce alla tra-
scrizione de novo del gene dell’urocortina ¢ stato iden-
tificato solo parzialmente. E stato dimostrato, infatti,
che I'ischemia/riperfusione ¢ in grado di aumentare la
trascrizione del gene dell’urocortina, attraverso i pro-
moter C/EBPB e 8'6. Rimangono invece ancora oscuri
i meccanismi che conducono all’incremento della for-
mazione di urocortina a partire dal peptide precursore.
Alcuni studi hanno dimostrato I’esistenza di effetti
cardioprotettivi esercitati dall’urocortina su colture di
miociti esposte ad ischemia subletale in virro®. Questi
effetti protettivi venivano inibiti da antagonisti del re-
cettore per CRH aggiunti a colture di miociti esposti a
ipossia/riossigenazione, con un significativo, anche se
lieve, incremento della morte cellulare. Inoltre, 1’ag-
giunta di urocortina esogena (10-'© M) a miociti in vitro,
non solo prima dell’ipossia e durante la riossigenazione,
ma anche solo durante la fase di riossigenazione riduce-
va sia la necrosi postischemica che 1’apoptosi. In modo
analogo I’infusione di urocortina (10 M) determinava
una riduzione della zona infartuale nel cuore di ratto sia
ex vivo sia in vivo, anche quando veniva somministrata
solo dopo la riperfusione®®%4, E stato inoltre evidenzia-
to che I’'urocortina protegge il cuore isolato di ratto con-
tro il danno da ischemia/riperfusione senza modificare
significativamente la contrattilita basale miocardica®.
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Figura 4. Meccanismi di protezione del danno da ischemia/riperfusione mediati dall’urocortina.

Di conseguenza, a differenza dei farmaci con azio-
ne cardioprotettiva utilizzati nella pratica clinica, come
ad esempio i betabloccanti e i calcioantagonisti, 1 uro-
cortina esercita un effetto cardioprotettivo indipenden-
temente dalla riduzione del consumo di ossigeno con-
seguente ad un effetto inotropo negativo. In considera-
zione degli effetti emodinamici che I’urocortina eserci-
ta quando somministrata per via sistemica in animali
coscienti, I’utilizzo di preparati di cuore isolato di ratto
esposti a ischemia da assenza di flusso ha permesso di
eliminare le alterazioni secondarie della frequenza car-
diaca, la vasodilatazione periferica e coronarica ed al-
tre influenze ormonali. Inoltre il cuore isolato non ¢
sottoposto ad input provenienti dal sistema nervoso
centrale, che potrebbero essere potenzialmente causati
dall’urocortina. In questo modello I’infusione di uro-
cortina durante la fase aerobica si ¢ dimostrata in grado
di prevenire I’aumento della pressione ventricolare dia-
stolica durante ischemia e di migliorare il recupero fun-
zionale durante la riperfusione. Sia la pressione tele-
diastolica sia la pressione telesistolica ventricolare sini-
stra al termine della fase di riperfusione risultavano
normalizzate quando il trattamento con I’urocortina ve-
niva ripetuto durante la fase postischemica. I parametri
emodinamici risultavano inoltre significativamente mi-
gliorati anche quando la somministrazione di urocorti-
na avveniva solo durante la riperfusione. Dal momento
che il progressivo declino della compliance diastolica
durante I’ischemia risulta associato ad un incremento di
calcio libero intracellulare® si pud ipotizzare che gli ef-
fetti cardioprotettivi dell’urocortina siano associati alla
capacita del peptide di mantenere I’omeostasi del cal-
cio durante I’ischemia/riperfusione, anche se sono ne-
cessari ulteriori studi per confermare questa teoria.
L’aumento dei livelli di calcio intracellulare durante 1’i-
schemia sembra dipendere dalla mancanza dell’energia
necessaria per pompare il calcio libero fuori dalla cel-
lula o all’interno del reticolo sarcoplasmatico. E stato
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dimostrato a questo proposito che I’urocortina miglio-
ra radicalmente le riserve miocardiche di ATP e crea-
tinfosfato quando somministrata prima dell’ischemia,
mentre non era in grado di prevenire la riduzione dei fo-
sfati intracellulari ad alta energia quando somministra-
ta solo durante la fase di riperfusione. La ricostituzione
del contenuto di ATP e creatinfosfato durante la riper-
fusione indicava tuttavia che nei cuori trattati con uro-
cortina le vie cellulari di produzione energetica erano
ancora integre>'->3,

Accanto a questi benefici metabolici ed emodina-
mici, le proprieta cardioprotettive dell’urocortina furo-
no confermate dalla sua capacita di ridurre il rilascio
postischemico della creatinfosfochinasi, e dalla scoper-
ta che la sua somministrazione in cuori di ratto sano
precedentemente all’insulto ischemico era correlata a
riduzione delle dimensioni dell’area infartuata®. L ef-
fetto cardioprotettivo dell’urocortina si manifestava an-
che attraverso una riduzione dell’apoptosi miocardica.
L’ apoptosi, identificata mediante metodo TUNEL e co-
lorazione specifica per la caspasi-3 clivata, risultava ri-
dotta sia a livello delle cellule endoteliali sia dei mio-
cardiociti nei cuori perfusi con urocortina durante la fa-
se aerobica che precedeva I’insorgenza dell’insulto
ischemico. Una seconda infusione di urocortina duran-
te la riperfusione diminuiva 1’intensita dell’apoptosi,
mentre la somministrazione di urocortina solo durante
la fase di riperfusione risultava associata ad un minore
effetto antiapoptotico. Queste scoperte furono confer-
mate dalla valutazione dei livelli di attivita di caspasi-3
in estratti tissutali.

In studi preliminari ¢ stato dimostrato che 1’urocor-
tina III ha effetti cardioprotettitivi grossolanamente
equivalenti a quelli dell’urocortina nei confronti del
danno da ischemia/riperfusione, mentre I’urocortina II
risulta meno efficace®’.

Come precedentemente ricordato, I’urocortina bio-
logicamente attiva viene rilasciata da miociti isolati
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esposti ad ischemia e conferisce al mezzo di coltura
proprieta cardioprotettive, che sono annullate dagli an-
tagonisti del recettore per CRH?3. Nell’'uomo forme
controllate di danno da ischemia/riperfusione avvengo-
no generalmente nel cuore durante le procedure di riva-
scolarizzazione. Questo ¢ il caso delle procedure di an-
gioplastica coronarica, durante il gonfiaggio/degon-
fiaggio del pallone a livello di una lesione aterosclero-
tica, e negli interventi di bypass aortocoronarico, du-
rante i quali ’arresto cardioplegico e la successiva ri-
perfusione espongono inevitabilmente il cuore ad un
insulto iatrogeno da ischemia/riperfusione.

Questo background di evidenze sperimentali ha
suggerito dunque di valutare i cambiamenti nell’e-
spressione dell’urocortina durante la cardioplegia, cosi
come il potenziale coinvolgimento dell’urocortina en-
dogena come meccanismo di salvataggio contro la
morte cellulare per apoptosi post-cardioplegica nei pa-
zienti sottoposti ad interventi di cardiochirurgia.

A questo proposito i risultati di uno studio recente-
mente pubblicato®® mostrano che 1’arresto cardioplegi-
co e la successiva riperfusione inducevano apoptosi dei
miocardiociti prevalentemente attraverso il danno mi-
tocondriale e un parallelo incremento dell’espressione
di urocortina limitato ai miociti non apoptotici. Questa
osservazione potrebbe pertanto suggerire un ruolo car-
dioprotettivo dell’urocortina endogena nell’'uomo.

Gli effetti cardioprotettivi dell’urocortina sono me-
diati da diversi meccanismi molecolari, alcuni dei qua-
li non sono ancora conosciuti. Ad esempio, 1’urocorti-
na fosforila e attiva la via del p42/p44 mitogen activa-
ted protein kinase, e gli agenti bloccanti I’ attivazione di
questa via di traduzione del segnale, bloccano anche il
suo effetto protettivo®?. L’'urocortina € in grado, inoltre,
di attivare la via del fosfatidil-inositolo 3 chinasi/pro-
teinchinasi B (PKB), nota per proteggere alcuni tipi
cellulari dall’apoptosi®. Inoltre, I’espressione di hsp 90
cardioprotettiva ¢ incrementata significativamente dal-
Iurocortina’. Nel tentativo di identificare altre vie di
cardioprotezione urocortina-mediate, & stata recente-
mente utilizzata la tecnologia del microarray genico su
miociti trattati con urocortina. Il grosso quantitativo di
dati emersi attraverso 1’utilizzo di questa metodica ri-
chiedera del tempo per una completa analisi.

Comunque, I’urocortina si ¢ mostrata in grado di au-
mentare 1’espressione del gene codificante per le protei-
ne canale K, nei miociti (confermato dalla reazione a
catena della polimerasi e Northern Blot)’! e agenti come
la tolbutamide, che bloccano 1’apertura dei canali, inibi-
scono anche la protezione mediata dall’urocortina. E
stato inoltre dimostrato che 1’urocortina riduce 1’espres-
sione cardiaca della fosfolipasi A2 calcio-indipendente,
un enzima la cui attivita ¢ aumentata dall’ischemia/ri-
perfusione e i cui metaboliti sono altamente tossici per i
miociti cardiaci’.

Osservazioni piu recenti hanno inoltre evidenziato
un incremento specifico dell’isoenzima epsilon della
proteinchinasi C (PKCe) all’interno dei miociti trattati
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con urocortina. Questo isoenzima si & dimostrato in
grado di esercitare un effetto cardioprotettivo, contra-
riamente all’isoenzima o, che € dotato di un’attivita
cardiotossica, ma i cui livelli non subivano variazioni
dopo infusione di urocortina’. Evidenze sperimentali
hanno inoltre mostrato che le molecole la cui espres-
sione genica ¢ influenzata dall’urocortina (ad esempio,
il canale K ., 1a fosfolipasi A2 e la PKCe) sono loca-
lizzate prevalentemente a livello dei mitocondri. Que-
sto riscontro ha portato a concludere che 1I’effetto car-
dioprotettivo dell’urocortina risulta mediato almeno in
parte da una riduzione del danno mitocondriale’.

L’urocortina e Uipertrofia cardiaca

Contrariamente alla maggior parte degli effetti cardio-
vascolari dell’urocortina, che potrebbero risultare po-
tenzialmente benefici nella pratica clinica, ¢ stato de-
scritto un effetto favorente I’ipertrofia miocardica me-
diato dall’urocortina in colture di miociti di ratto neo-
nato e adulto’. Inoltre & stato osservato un incremento
dell’espressione di urocortina in cuori ipertrofici di rat-
ti ipertesi, rispetto ad un gruppo controllo”. L’ipertro-
fia cardiaca, che si instaura come adattamento ad un so-
vraccarico di volume o di pressione, ¢ associata ad au-
mentato consumo miocardico di ossigeno, creando uno
stato ischemico latente, e puo risultare in una progres-
siva degenerazione connettivale del cuore, con conse-
guente peggioramento della sua performance.

Sono dunque necessari ulteriori studi per verificare se
I’urocortina sia implicata nel determinare ipertrofia mio-
cardica o se I’incremento della sua espressione sia solo
un effetto secondario al sovraccarico e all’ischemia.

L’urocortina e la funzione renale

Alcuni studi eseguiti su ratto indicano che 1’urocortina
determina una marcata dilatazione delle arterie renali e
I’entita di tale dilatazione ¢ identica nei maschi e nelle
femmine. Il rilasciamento puo essere mediato dai re-
cettori del fattore di rilascio della corticotropina (CRF)
localizzati a livello delle arterie renali. E stato inoltre
osservato che il rilasciamento ¢ mediato, almeno in par-
te, dall’attivazione di canali del potassio calcio-dipen-
denti. Il meccanismo con il quale 1’attivazione di recet-
tori CRF possa determinare 1”apertura di tali canali non

¢ noto, ma pare essere diverso per i maschi e le femmi-
71,78
ne’’’s,

Conclusioni e prospettive future

I dati sperimentali qui riportati, particolarmente quelli
focalizzati sulla cardioprotezione, potrebbero avere im-
portanti implicazioni cliniche. Visto che 1’urocortina ¢
un peptide cardiaco endogeno che viene over-espresso
e rilasciato dalle cellule cardiache dopo ischemia e che
determina cardioprotezione endogena contro 1’insulto
da ischemia/riperfusione, alcune strategie che mirano a
incrementare i livelli basali dell’urocortina possono
contribuire a migliorare la tolleranza cardiaca all’ische-
mia nei pazienti con patologia coronarica cronica.
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L’aumento dei livelli endogeni dell’urocortina conse-
guente all’insulto ischemico subletale’® potrebbe anche
suggerire che I’incremento dei livelli di urocortina ab-
bia un ruolo nell’effetto di precondizionamento, anche
se nessuno studio ¢ stato realizzato per testare questa
ipotesi. Inoltre, dal momento che 1’urocortina esogena
riduce le dimensioni dell’infarto e promuove il recupe-
ro emodinamico e bioenergetico, anche quando som-
ministrata solo durante la riperfusione, la somministra-
zione di questo peptide puo essere clinicamente utile in
aggiunta al trattamento di pazienti con infarto miocar-
dico, in particolare con disfunzione ventricolare.

Inoltre, le evidenze circa ’effetto protettivo dell’u-
rocortina endogena nei confronti dell’apoptosi indotta
da arresto cardioplegico potrebbero suggerire che la
somministrazione di urocortina esogena a breve termi-
ne prima e dopo I’arresto cardioplegico, e/o il suo uti-
lizzo come componente della soluzione cardioplegica,
sia in grado di esercitare effetti protettivi su cuori uma-
ni esposti ad inevitabile insulto da ischemia/riperfusio-
ne associato alla chirurgia cardiaca. Nonostante questi
dati incoraggianti sono comunque necessari ulteriori
studi che possano chiarire il ruolo dell’urocortina nel
cuore ipertrofico e i dati relativi agli effetti sulla pres-
sione arteriosa.

Riassunto

Le urocortine, insieme all’ormone di rilascio corticotropo
(CRH) hanno una storia evolutiva molto lunga. Nel sistema ner-
voso il CRH in gran parte media effetti ansiogeni associati alla
risposta allo stress, mentre le urocortine sono correlate con il
comportamento adattativo e di imitazione.

Le urocortine in particolare sono presenti anche a livello car-
diaco, dove si legano al recettore CRH-R2. L’espressione dell’u-
rocortina cardiaca endogena ¢ stimolata dal danno da ische-
mia/riperfusione in vitro, e I’aggiunta di urocortine esogene ri-
duce la morte cellulare determinata dall’ischemia/riperfusione.
Nei cuori isolati perfusi I’urocortina stimola la contrattilita e pre-
viene la riduzione dei fosfati ad alta energia che segue 1’ische-
mia/riperfusione. Dal punto di vista emodinamico 1’urocortina ¢
associata ad un effetto di vasodilatazione a livello periferico e
coronarico, oltre che ad un incremento della contrattilita cardia-
ca. Esistono dati suggestivi di effetti emodinamici favorevoli
dell’urocortina in un modello sperimentale di insufficienza car-
diaca, mentre nell’'uomo vi sono evidenze che suggeriscono un
meccanismo endogeno di cardioprotezione mediato dall’urocor-
tina contro I’insulto iatrogeno da ischemia/riperfusione associa-
to alla cardiochirurgia. Questi studi sperimentali suggeriscono la
possibilita di una pill profonda valutazione sull’uso clinico delle
urocortine nello scompenso cardiaco e nel danno iatrogeno da
ischemia/riperfusione.

Parole chiave: Danno da ischemia/riperfusione; Insufficienza
cardiaca; Urocortina.
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