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ABSTRACT Cytokines, such as interleukins, transforming glovdctor—beta
(TGF{) and tumor necrosis factor-alpha (TNJform a vast class of relatively
low molecular weight, pharmacologically active mios released by a wide
variety of cell types that are used in cellular coumication. In response to injury,
macrophages, leukocytes and endothelial cellsselbayh concentrations of pro-
inflammatory cytokines. In human patients with aticoheart failure, increased
production and high plasma concentrations of T\NFE-6, IL-1, IL-8, TGFf
have been associated with disease progression aedadive prognosis. Only a
few reports have been published concerning cytakimeaturally occurring heart
disease in veterinary medicine.

The aim of this study was to determine whethered#ifices on cytokines levels
exist in dogs with different stages of chronic wadr disease and to detect if
cytokines levels correlate to echocardiograpic mpatars of cardiac remodeling.
For this reason, initially TNfe-and IL-6 serum concentrations were measured by
ELISA test in healthy dogs and in dogs with chromidvular disease (CVD) in
different stages of heart disease and failure. &ubently the expression of
several cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, TGB; TNF-a) in peripheral blood
mononuclear cells of dogs with CVD was evaluatethgiRT-PCR (reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction).

Dogs with CVD and clinically normal dogs referredthe Veterinary Teaching
Hospital of Parma University were enrolled in theeady following owners'
consent. All dogs were considered free of otheealiss that could be associated
with chronic inflammation and, consequently, higtiokine concentrations (e.g.,
infection, neoplasia and chronic hepatic or rensdéase) on the basis of history,
physical examination and a complete laboratory ribagjc work-up. Dogs
affected by CVD were allocated to four groups o thasis of physical
examination, radiographic examination and echoogrdphy according to the
modified New York Heart Association (NYHA) and Anman College of
Veterinary Internal Medicine (ACVIM) classification

In several samples TNé&-and IL-6 did not reach detectable concentrations i
blood at any time-point. Some individual high resges were obtained, but no

significant differences between groups were detkecl@us, levels of circulating



cytokines as measured by ELISA, are not indicative severity of the heart
failure in the examined dogs.

Dogs with CVD had significantly higher IL-8 and T&Fgene expression
compared to clinically normal dogs. IL-8 expressionreased with increased
stage of heart failure while TGF-expression was higher in asymptomatic dogs
with echocardiographic signs of cardiac remodelifigere were no statistically
significant differences in the expression of ILH1;6, TNF-o between dogs with
CVD and clinically normal dogs.

These findings suggest some pro-inflammatory cytekinvolvement in the
pathogenesis and the progression of mitral vahaeatie and in the cardiac

remodeling mechanisms.



1 - STATO DELL'ARTE



ENDOCARDIOSI MITRALICA NEL CANE

L’endocardiosi mitralica, nota anche come degenenaz mixomatosa
valvolare o malattia valvolare mitralica, € la patga cardiaca acquisita piu
frequente nel cane e colpisce prevalentementegesth@nziani, con piu del 75%
dei cani affetti di eta superiore ai 16 anni (Olséal., 2010). E’ poco frequente in
cani di eta inferiore a 5 anni, con I'eccezione damni di razza Cavalier King
Charles Spaniel nei quali I'insufficienza mitraligeene diagnosticata in circa il
10% dei cani con eta inferiore a 1 anno (Kittle€oKienle, 1998). La patologia
puo interessare tutte le razze ma la sua prevalesza notevolemente. | cani
appartenenti alle razze di piccola e media tagitane Barboni nani, Bassotti,
Cavalier King Charles Spaniel e Chihuahua, sonogmwagente colpiti (Olsen et
al., 2010).

L’endocardiosi mitralica € una patologia a progi@ss lenta caratterizzata
dalla degenerazione dell’apparato valvolare chtaeslla mancata coaptazione
dei lembi valvolari e di conseguenza nell'insufficza valvolare (Pedersen et al.,
1996; Borgarelli et al., 2008; Olsen et.al., 201Generalmente la patologia
evolve dalla forma lieve alla forma grave nell’adialiversi anni e non tutti i cani
affetti necessitano di terapia cardiologica (Olseal., 2010).

Negli ultimi anni, lo studio dellendocardiosi matica ha portato
all'individuazione dei fattori di rischio per I'elazione della patologia. Questi
sono rappresentati dall’etd, dal sesso, dalla radala gravitd delle lesioni
valvolari, dalla dilatazione dell’atrio sinistro,alh frequenza cardiaca, dalla
presenza di aritmie e dalla comparsa di sincopsd@let al., 2010). Un’eta
superiore a 8 anni al momento della diagnosi, sissemaschile, alcune razze
come il Cavalier King Charles Spaniel e il Bassoldesco, la presenza di
dilatazione atriale sinistra, il coinvolgimento @ntrambi i lembi valvolari dal
processo degenerativo, una frequenza cardiacasdi bkevata, la presenza di
aritmie quali fibrillazione atriale o tachicardiepaventricolari e la presenza di
sincopi sono stati correlati a tempi di sopravvizeerridotti (Borgarelli et al.,
2008).



Eziologia

L’eziologia dell’endocardiosi valvolare mitralicaom € stata ancora accertata
anche se si sospetta una predisposizione genBiécatudi effettuati su famiglie
di Cavalier King Charles Spaniel e Bassotti Tedesambra che la malattia
presenti un’ereditarieta poligenica (Olsen et aD10).Il fatto che le stesse
alterazioni evidenziate a livello valvolare nei icaffetti dalla patologia, si
riscontrano anche in uomini affetti da patologie dalagene (per esempio da
sindrome Marfan, sindrome Ehlers-Danlos e osteajangerfecta) suggerisce
che alla base delle lesioni degenerative potrebfgerel un’anomalia del
collagene (Kittleson & Kienle, 1998; Pedersen & Hstgom, 2000).

Un’altra ipotesi propone il coinvolgimento dellellake interstiziali valvolari
nella patogenesi della patologia. Le cellule inteiai valvolari, normalmente,
hanno la funzione di regolare il turnover della mncat extracellulare attraverso la
secrezione della stessa e di enzimi catabolici gsempio metalloproteinasi di
matrice -MMP) (Rabkin et al., 2001; Disatian, 2010no squilibrio di questo
turnover della matrice extracellulare a causa thrationi delle proprieta delle
cellule intestiziali potrebbe essere una delle eadisdegerazione mixomatosa
(Disatian, 2010). Uno studio ha messo in evidenza le cellule interstiziali
valvolari di cani affetti da degenerazione mixonsatomitralica subiscono
trasformazioni fenotipiche che correlano fortemerden lo stadio e la
progressione della patologia (Disatian et al., 2008uolo di queste cellule nel
processo degenerativo non € ancora chiaro ma medticatori ipotizzano che
potrebbero agire da attivatori della degeneraz{@mgatian, 2010).

Un’altra ipotesi vede il coinvolgimento della senoina nella patogenesi della
malattia mitralica. In medicina umana, diverse d¢piodi che aumentano i livelli
circolanti di serotonina sono state correlate cosviluppo di lesioni degenerative
valvolari (Rajamannan et al., 2001; Disatian, 201A) medicina veterinaria e
stato dimostrato che i cani affetti dalla patologmitralica presentano
concentrazioni elevate di serotonina e l'upregaliagi delle sue proteine di
segnalazione, fatti che suggeriscono che potreblstese un’associazione tra |l
sistema di segnalazione della serotonina e la patsj della malattia (Oyama &
Chittur, 2006; Arndt et al., 2009; Disatian, 200y,ama & Levy, 2010).



Infine, un’altra ipotesi coinvolge il fattore di egcita trasformante beta
(Transforming growth factor - TGF) nella patogenesi della malattia degenerativa
mitralica per la stretta relazione che esiste sigtemi di segnalazione del TGF-
e la serotonina (Disatian, 2010). Infatti, &€ stditmostrato che i cani affetti dalla
patologia presentano un’elevata espressione dedteipe e del mMRNA del TGF
a livello valvolare rispetto ai soggetti sani (Oya& Chittur, 2006; Disatian et
al., 2008; Aupperle et al., 2008; Disatian, 2010).

Per quanto riguarda, invece, la patogenesi deltteagaprogressivo della
patologia, una teoria che spesso viene proposteeesictratti di una risposta ai
ripetuti traumi e allo stress meccanico ai quao&oposta la valvola (Pedersen &
Haggstrom, 2000; Disatian, 2010). Secondo questaateuno o piu fattori
primari (come per esempio anomalie del collageakre alterazioni della matrice
extracellulare) possono causare un movimento valgochnomalo, prolasso e di
conseguenza rigurgito. Il prolasso aumenta lo Stmegeccanico al quale é
sottoposta la valvola mentre il rigurgito € res@dnke delle lesioni traumatiche.
Si pensa che questi ripetuti traumi possano inflaem la sintesi e il rilascio di
sostanze vasoattive (come ad esempio I'endotelctsg, potrebbero indurre le
alterazioni mixomatose (Mow & Pedersen, 1999; Dasat2010). A questo
proposito, € stata messa in evidenza una forteelaaione tra il numero di
recettori dell’endotelina nei lembi mitralici di miaaffetti e la gravita della
patologia suggerendo un coinvolgimento dell’endogelnella patogenesi della
malattia (Pedersen & Haggstrom, 2000; Mow & Peder$g899).

Anatomia e istologia della valvola mitrale

L’apparato valvolare e costituito dai lembi mitcalflembo settale o anteriore e
lembo caudale o posteriore), dall'annulus valvofdroso, dalle corde tendinee e
dai muscoli papillari ventricolari. In soggetti moali, i lembi valvolari sono
strutture sottili che si inseriscono sull’anellbribso valvolare e che si collegano
ai muscoli papillari del ventricolo sinistro tramiie corde tendinee (Abbott,
2008).

Istologicamente, la valvola normale presenta qoatrati. Le superfici atriale
e ventricolare sono costituiti da endocardio clierénato da cellule endoteliali le
quali rivestono uno strato sottile di fibre collage di fibre elastiche e di



fibroblasti. Lo strato atriale presenta anche utmats sottile di fibore muscolari
lisce. Tra queste due superfici sono disposti ghtisspongioso e fibroso. La
fiborosa rappresenta la porzione principale delldvola e si estende sotto
I'endocardio ventricolare. E’ costituita da fibrellagene densamente disposte e
ben organizzate. La spongiosa € situata tra ladébre I'endocardio atriale. Si
tratta di uno strato sottile costituito da fibrdlagene, fibroblasti e fibre elastiche
lassamente distribuiti in un substrato ricco di opaisaccaridi, prevalentemente
acido ialuronico e condroitinsolfato. Le corde teie@ sono corde di tessuto
fibroso. Istologicamente sono costituite prevaler@ete da un nucleo di
collagene che continua con lo strato fibroso dedbvola (Kittleson & Kienle,
1998).

Le modificazioni degenerative possono interessamgambe le valvole
atrioventricolari. Solitamente, nel 60% dei casi,alterazioni riguardano solo la
mitrale mentre nel 30% dei casi le lesioni si gylano in entrambi gli apparati
valvolari. Solo una piccola percentuale, il 10%gganta I'alterazione solo della
tricuspide (Kittleson & Kienle, 1998).

Macroscopicamente, in corso di endocardiosi mdaali'aspetto valvolare
varia a seconda dello stadio della patologia. Netlme fasi le alterazioni sono
lievi. Solitamente si osserva l'allungamento dellerde tendinee e dei lembi
valvolari e la formazione di piccoli noduli a INeldi margine libero. Inizialmente
le lesioni nodulari sono pil marcate nel punto devenseriscono le corde
tendinee e causano il prolasso della valvola vé&etdo. Con la progressione
della patologia questi noduli aumentano di numenti dimensioni e diventano
confluenti. Nelle fasi pil avanzate, il prolassdve&are peggiora, i margini dei
lembi si ispessiscono ulteriormente e le lesiorsvduppano anche in altri settori
dell’'apparato valvolare. Eventualmente le cordelitege possono essere coinvolte
dal processo patologico ed essere soggette aaotQueste alterazioni causano
l'impedimento della coaptazione dei lembi e la ey diventa incompetente
(Abbott, 2008; Olsen et al., 2010).

Per la classificazione della progressione deléote valvolari si utilizza lo
schema proposto da Whitney e successivamente ratdifda Kogure (Whitney,
1967; Kogure 1980; Kittleson & Kienle, 1998) cheyde la loro distinzione in
tre classi. Nella classe |, le lesioni sono caraitate da distinti e piccoli noduli



che si formano lungo il margine valvolare e che spas confluire verso
I'estremita aumentando di dimensioni. Nella claés# margine libero dei lembi
appare ispessito e irregolare. L'ispessimento meggton la progressione della
patologia e coinvolge anche le corde tendinee nertgdove si inseriscono alla
valvola. In classe lll, la valvola presenta mardafmessimento che si estende nei
casi piu gravi fino alla base dei lembi, con ablsorid tessuto eccedente che
prolassa nell'atrio. In questo stadio, le cordadieee si presentano ispessite e si
possono rompere causando il movimento esagerdtovddlola noto anche con il
nome “flail leaflet”( Kogure, 1980; Kittleson & Kide, 1998).

Oltre alla degenerazione valvolare e delle coraeliteee, altre modificazioni
che si riscontrano in sede anatomo-patologica skegate alle alterazioni
secondarie causate dal rigurgito valvolare qudktazione dell’atrio sinistro,
dell’annulus valvolare e del ventricolo sinistrdrtrofia eccentrica), lesioni
fibrose endocardiche nell’atrio sinistro consegualtiimpatto con il rigurgito (jet
lesions) e, nei casi piu gravi, vari gradi di ragtalell’endocardio atriale (Olsen et
al., 2010). La rottura a tutto spessore della paagtiale provoca emopericardio e
tamponamento cardiaco mentre la rottura endomiazara tutto spessore puo
coinvolgere il setto interatriale causando un thfebteratriale acquisito. Infine,
spesso si evidenziano lesioni arteroscleroticheor@riche alle quali € stata
attribuita la disfunzione miocardica osservata loua casi nel corso della
patologia (Kittleson & Kienle, 1998; Falk et alQab).

Microscopicamente, le prime alterazioni osservateeagono lungo la
superficie atriale della valvola. L’endotelio pfelia e c’@ un aumento del numero
di fibroblasti subendoteliali. Le fibre elastiche t’endotelio atriale e la fascia
spongiosa si separano. Successivamente la spormimsanta marcatamente di
spessore mentre la fibrosa subisce processi degemeiel corso della malattia,
a carico della spongiosa si evidenzia un marcatmeato della matrice
extracellulare, ricca di acido ialuronico e contmisolfato, in assenza di un
significativo aumento delle fibre collagene o atdst, e si osserva la
proliferazione di fibroblasti che conduce alla fazione di piccoli noduli. Nella
fibrosa, i fasci di collagene aumentano di voluraebiscono ialinizzazione e
frammentazione e degenerano (Kittleson & KienleQ8)9 Le cellule interstiziali

nelle aree affette spesso presentano alteraziomfolongiche del nucleo, dei
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mitocondri e del reticolo endoplasmatico, disorgaazione del citoschelettro e
mancanza di vescicole secretorie. Le cellule etidbteliventano polimorfe e
possono mancare in molte aree affette con consegesposizione dello stroma
extracellulare. Sono, invece, assenti gli infiltratfiammatori (Abbott, 2008;
Olsen et al., 2010). Alterazioni simili si ossergaa carico delle corde tendinee
(Kittleson & Kienle, 1998).

Fisiopatologia dell’'insufficienza cardiaca

La chiusura della valvola € un processo passivoauweene in protosistole.
Quando la pressione ventricolare sinistra supeprdasione atriale, i lembi della
valvola sono forzati in giustapposizione e I'effelimitante delle corde tendinee
ne impedisce il prolasso nell’atrio sinistro. Laaptazione dei lembi mitralici in
un soggetto normale € completa e attraverso laifivalvolare non si verifica
alcun rigurgito, se non di lieve entita (Abbott 030).

Perche la chiusura della valvola mitrale sia comaple necessaria l'integrita
anatomica e funzionale dell'apparato valvolare €@lst al., 2010) che puo
diventare insufficiente a causa di alterazionildeibi, di dilatazione dell'annulus,
di rottura delle corde tendinee e di un’anomalatre@one dei muscoli papillari.
In corso di endocardiosi mitralica piu di uno diegti fattori puo essere presente
(Olsen et al., 2010). La valvola mitrale normalsi@asra che l'intera gittata del
ventricolo sinistro sia espulsa attraverso l'agrtentre la sua chiusura anomala
permette a una parte della volume ventricolare afispre, attraverso I'orifizio
rigurgitante, nell’atrio (Abbott, 2008).

Le conseguenze dell'insufficienza mitralica dipemdalal grado di riduzione
della gittata cardiaca, dal volume rigurgitantdleddimensioni e dalla compliance
dell’atrio sinistro e del letto vascolare polmonardalla comparsa di tachiaritmie
(Olsen et al., 2010).

Un rigurgito mitralico di lieve entitd non inducanazioni apparenti agli indici
di funzionalitd miocardica o dei volumi cardiacia lportata € conservata e |l
piccolo volume rigurgitante € facilmente accoltoll'daio sinistro. Con la
progressione delle lesioni valvolari, il volume uigitante aumenta ma diversi
meccanismi compensatori cardiaci e non cardiaci (esali, neurormonali e

vascolari) contribuiscono al mantenimento dellatggar cardiaca (Olsen et al.,
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2010; Sisson, 2010). La riduzione del flusso emathbe viene immesso nella
circolazione sistemica induce un abbassamento pedissione arteriosa sistemica
e una riduzione del flusso ematico renale. | batode rispondono
al’abbassamento di pressione attivando il sisteer@oso simpatico che agisce
aumentando il ritmo di scarica del nodo del senonentando la contrattilita
(attraverso l'attivazione dei recettd¥l del miocardio) e causando la costrizione
delle arteriole sistemiche. Lincremento della fregza cardiaca e della
contrattilith aumentano la portata cardiaca, cbuoiscono a migliorare la
perfusione tissutale e, in combinazione con la rizehe arteriolare, ad
aumentare la pressione ematica. L’attivazione téér®a simpatico rappresenta
un meccanismo compensatorio precoce che vieneatattidall'organismo e
permette, in un primo momento, la normalizzazionelled alterazioni
emodinamiche (Kittleson & Kienle, 1998). Tuttavia, recettori f1 vanno
rapidamente incontro a down-regulation e precocéengran parte di loro non é
piu in grado di essere stimolata. Di conseguenaapdrtata cardiaca subisce
un’ulteriore riduzione e a questo punto l'organischeve mettere in atto altri
sistemi nel tentativo di aumentarla e riportarldivelli normali. L’ipertrofia
eccentrica del ventricolo sinistro e il meccanisooonpensatorio principale. La
riduzione della gittata e della pressione ematiitaata i reni a produrre ormoni e
aumentare la ritenzione di acqua e sodio. L'aumelgiovolume ematico e di
conseguenza del ritorno venoso al cuore causardimento di dimensioni del
ventricolo sinistro e del volume telediastolico ggarico) (Kittleson & Kienle,
1998). Solitamente, la contrattilita miocardicacorso di endocardiosi mitralica,
e conservata e il volume telesistolico del ventdcsinistro rimane nei limiti di
normalitd permettendo di mantenere la gittata eaedia livelli normali. Nel
frattempo I'atrio sinistro aumenta di dimensionia(Mncontro a ipertrofia
eccentrica) per accogliere il sangue rigurgitarite. questo modo si evita
'aumento della pressione atriale che si ripercugitiee sui vasi venosi polmonari
e darebbe origine a edema polmonare. Con la pmEigres della patologia, |l
ventricolo raggiunge i suoi livelli massimi di disisione mentre i meccanismi di
ritenzione di acqua e sodio, attuati dall'organismersistono. Di conseguenza, la
pressione diastolica ventricolare aumenta e il sangene forzato in una camera

che non riesce piu a dilatarsi. Questo innalzameetta pressione si ripercuote
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sull’atrio sinistro che subisce, quindi, I'increnterdella sua pressione diastolica
mentre il passaggio del sangue rigurgitante nelbadurante la sistole, provoca
anche l'aumento della pressione sistolica. L'inaaiento delle pressioni atriali si
ripercuote sui capillari polmonari con conseguetnésudazione di liquido nel

tessuto polmonare e la formazione di edema (Kdtie& Kienle, 1998).

Gli effetti del volume rigurgitante, a livello dirgssione atriale sinistra e
capillare polmonare, dipendono dalle dimensionil'atelo sinistro e della
compliance delle pareti atriali. La compliance a&rieé determinata dalla velocita
con la quale aumenta il volume rigurgitante, lalg@acondizionata dalla velocita
di progressione della patologia mitralica, e dahadlellamento atriale come
risposta al sovraccarico di volume. Nel caso di gpgesione lenta
dell’endocardiosi, si ha spesso l'ingrandimentodgede dell’atrio sinistro che
evita l'innalzamento acuto e grave della pressioee capillari polmonari. In
questi casi la congestione venosa e l'edema polreosa sviluppano piu
tardivamente nel corso della patologia. In caseede, di aumento acuto del
volume rigurgitante, come per esempio a causa o#hara di una corda tendinea,
I'atrio sinistro subisce un grave aumento dellaspi@ne che si ripercuote sui
capillari polmonari e causa la formazione di edamato (Olsen et al., 2010).

Nonostante la contrattilita sia conservata nellenerfasi della patologia, a
causa del sovraccarico cronico di volume e delofathe I'ipertrofia € un
rimodellamento patologico, la funzione sistolicarsluce progressivamente e
inesorabilmente anche in pazienti clinicamente camspti (Olsen et al., 2010).

Infine, casi avanzati di endocardiosi mitralicespano essere complicati da
situazioni che sono correlati allaumento dellasgiene e delle dimensioni
dell’atrio sinistro. La rottura dell’atrio pud care tamponamento cardiaco acuto;
la presenza di insufficienza tricuspidale e/o ipestone arteriosa polmonare
possono condurre a insufficienza cardiaca destrajnfne, le alterazioni

miocardiche possono dare origine a tachiaritmisé@let al., 2010).
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Sintomatologia ed esame clinico

Molti cani affetti da malattia degenerativa mitcalirimangono asintomatici per
lunghi periodi di tempo e in questi casi il sofiardiaco € un reperto accidentale.
| soggetti che invece vanno incontro a insufficeenzardiaca secondaria a
endocardiosi mitralica, presentano i segni clirdci insufficienza congestizia
sinistra come intolleranza all’'esercizio fisicosse, dispnea e sincope. La tosse €
un sintomo comune ed e causata dalla compressienérdnco principale di
sinistra dall’atrio dilatato, dallledema polmonare piu spesso ad una
combinazione di queste due condizioni. La tossatéeglla compressione del
bronco viene descritta come forte e secca e diy@ntavidente nelle ore notturne
e in seqguito ad esercizio fisico o agitazione. teya cani con edema polmonare
spesso presentano tachipnea, dispnea e ortopnesint@pi sono associate a
insufficiente flusso anterogrado, ipertensione polare e/o aritmie cardiache
(Abbott, 2008; Olsen et al., 2010; Disatian, 2010).

All'auscultazione cardiaca, negli stadi precoci lalemalattia, si riscontra
frequentemente un click mesosistolico accompagdatan soffio di lieve entita
udibile solo nelle fasi iniziali della sistole (posistolico) a livello di apice
cardiaco. Con l'avanzare della patologia il soffioventa olosistolico e piu
intenso, si puo irradiare nell’emitorace destroue pssere accompagnato da un
fremito palpabile a livello di area apicale cardig®vare, 2007; Abbott, 2008;
Olsen et al., 2010). L’auscultazione polmonareltasnormale, in pazienti che
non presentano segni clinici di insufficienza cacdi. In corso di edema
polmonare si sviluppano crepitii e rumori respirataspri inizialmente meglio
udibili a fine inspirazione. Con la progressiond deadro di edema i rumori
polmonari aumentano di intesita e diventano udidilirante tutta la durata
dell'inspirazione e I'espirazione (Ware, 2007; @I al., 2010).

| polsi arteriosi femorali sono solitamente normaélle fasi precoci della
malattia e possono diventare deboli o presentaiieitdnel caso di riduzione del
flusso ematico anterogrado e di comparsa di aitanadel ritmo cardiaco (Olsen
et al., 2010).

Ascite, epatomegalia e splenomegalia possono egsesenti in pazienti affetti
da patologia mitralica avanzata complicata da @ueibne polmonare,
tachiaritmie e versamento pericardico (Olsen ef8ll10).
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Strumenti diagnostici

La radiografia toracica rappresenta uno degli esdiagnostici piu utili.
Permette di evidenziare lingrandimento atriale entvicolare sinistro, la
congestione delle vene polmonari e la presenzalelina polmonare. In casi di
insufficienza mitralica avanzata, la presenza dirsamento pleurico,
ingrandimento della vena cava caudale, ascite,oppgalia e splenomegalia
accompagnano linsufficienza cardiaca destra (Olsénal., 2010). riscontri
elettrocardiografici sono spesso aspecifici. Il l[pngamento dellonda P (P
mitrale) e del complesso QRS possono accompaghiageahdimento atriale e
ventricolare sinistro. | battiti prematuri sopratreolari, episodi di tachicardia
sopraventricolare, la fibrillazione atriale e i titatprematuri ventricolari sono
alcune delle aritmie che possono essere riscoritrgiazienti affetti da patologia

degenerativa mitralica (Olsen et al., 2010).

L’ecocardiografia € I'esame di elezione per la teione della morfologia
valvolare e, attraverso l'utilizzo di diversi paraim quantitativi e semi-
quantitativi, permette la stadiazione della pat@ogo studio bidimensionale (B-
mode) e monodimensionale (M-mode) sono utilizzati geefinire la morfologia e
il tipo di lesione, la presenza di prolasso valwela di corde tendinee rotte (Boon,
2011) mentre attraverso la misurazione delle dimense dei parametri
funzionali delle camere cardiache si definiscdaieronicita della patologia che il
grado di rimodellamento. Il Doppler a codifica dolare (Color Doppler)
identifica rapidamente la presenza di rigurgito ttragerso la valutazione
dell'estensione del jet rigurgitante nella camersake, della larghezza del jet a
livello dell’orifizio rigurgitante e dell'area dianvergenza del flusso si puo avere
una stima accurata del volume rigurgitante. Il Oep@a onda continua e pulsata
determina la gravitd emodinamica dell'insufficienatiraverso la valutazione

della velocita e del profilo dei flussi (Tezo et &009; Boon, 2011).

Trattamento
Allo stato attuale, non esiste una terapia farnwagod in grado di prevenire o

rallentare la degenerazione valvolare e il trati@mehirurgico, per la correzione
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o la sostituzione della valvola, in campo vetelimasolitamente non ¢ fattibile
per motivi tecnici, economici ed etici (EttingerQ1D; Olsen et al., 2010). La
gestione farmacologica della malattia mitralicddacopo di migliorare la qualita
della vita, controllando i segni clinici e prolumgkp i tempi di sopravvivenza
(Ettinger, 2010; Olsen et al., 2010).

L'impiego di una terapia cardiologica in paziensirdomatici affetti da
endocardiosi mitralica rimane controverso. Studi gampo umano hanno
ipotizzato che il trattamento precoce con ACE itoibisia in grado di rallentare
I'insorgenza dell'insufficienza cardiaca (Disati@®10, SOLVD study). In campo
veterinario, per lo stesso motivo i farmaci ACHsitori sono stati utilizzati, in
passato, come terapia cardioprotettiva in pazesititomatici affetti da patologia
mitralica lieve, in modo da posticipare o prevenae&omparsa dell’'insufficienza
cardiaca congestizia. Tuttavia, i risultati deiivstudi prospettici in medicina
veterinaria (SVEP, VETPROOF) non hanno fornito Itetu statisticamente
significativi che dimostrino che I'impiego di un AGinibitore in monoterapia sia
in grado di influenzare il momento di insorgenza skegni congestizi (Kvart,
2002, Atkins et al.,, 2007; Abbott, 2008). Solo ustudio retrospettivo ha
ipotizzato che gli ACE-inibitori potrebbero avera effetto benefico, sia in
termini di ridotto rischio di morte che di prolunganto del periodo asintomatico
(Pouchelon et al., 2008; Disatian, 2010;).

Nei pazienti con segni clinici attribuibili a indigienza congestizia, lo scopo della
terapia farmacologica e quello di ridurre la pressi venosa e i segni di
congestione, mantenere una portata cardiaca a@egnamodo da prevenire i
segni clinici quali debolezza, letargia e facildatfabilita, ridurre il volume
rigurgitante e proteggere il cuore dagli effettigagvi a lungo termine
dell’'attivazione neurormonale. A questo scopoelapia € prescritta a misura di
paziente e spesso richiede l'utilizzo di piu di fammaco. Si usano farmaci
diuretici, vasodilatatori, inotropi positivi e ACi#bitori (Ettinger, 2010; Olsen et
al., 2010; Abbott, 2008).
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ATTIVAZIONE NEURO-ORMONALE E IMMUNITARIA IN CORSO D |
INSUFFICIENZA CARDIACA

L’insufficienza cardiaca cronica € una sindrome plassa caratterizzata da
segni clinici legati alla ridotta perfusione tissliet alla ritenzione idrica e
all'azione neuro-ormonale. L’eccessiva attivaziodie diversi sistemi neuro-
ormonali e [*“iperproduzione” di molecole biologiweente attive (come
norepinefrina, angiotensina Il, aldosterone, eridwtel) e di citochine pro-
inflammatorie, sono importanti parametri fisiopatgiti che contribuiscono alla
progressione dell'insufficienza cardiaca (Parissial., 2002).

Diversi studi in campo umano hanno messo in evidesize I'insufficienza
cardiaca cronica e caratterizzata da una rispa$tarimatoria prolungata che e
correlata con la gravita della malattia e la praggnba relazione tra insufficienza
cardiaca e inflammazione e stata ufficialmente nmasziuta nel 1990 quando
Levine e collaboratori hanno messo in evidenzaidhelli di una citochina, il
TNF-a, erano elevati in corso di insufficienza ¢acd (Levine et al., 1990). Da
guesta prima pubblicazione, diversi studi hannoodimato che oltre al TNF-a,
anche altre citochine pro-infiammatorie e chemoehsono coinvolte nella
progressione dell'insufficienza cardiaca (Levinalet1990; Bozkurt et al., 2010).

Le citochine sono proteine a basso peso molec(aresralmente 15-30 KDa),
farmacologicamente attive, che vengono secreteidasil tipi cellulari con lo
scopo di alterare la loro stessa funzione (autagmnquella delle cellule adiacenti
(paracrina) (Nathan & Sporn, 1991; Anker & von Hiagl 2004; Bozkurt et al,
2010). Fino ad ora sono state identificate duedjralassi di citochine che si
attivano in corso di insufficienza cardiaca: citmeh vasocostrittrici, come
I'endotelina; e citochine pro-inflammatorie, corh@NF-a, I'lL-6 e I'lL-1 (Mann,
2002; Bozkurt et al., 2010). A oggi e noto che duemediatori
dell'infammazione sono espressi da tutte le celhucleate del miocardio, inclusi
I miocardiociti, situazione che suggerisce che tpg®lecole possono fare molto
di piu che innescare una risposta inflammatoriacoelre (Torre- Amione et al.,
1995; Bozkurt et al., 2010). In medicina umanagedsv studi confermano che i
livelli circolanti e intracardiaci di queste citank sono elevati in pazienti con

insufficienza cardiaca (Levine et al., 1990; Du#taa., 1993; Katz et al., 1994,
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Matsumori et al., 1994; Torre- Amione et al., 198 nn, 2002; Bozkurt et al.,
2010) e che le citochine che sono maggiormenteidatel nella progressione di
guesta condizione e, per questo motivo, piu stadsano il fattore di necrosi
tumorale (TNF-a), I' interleuchina 1 (IL-1) e l'etleuchina 6 (IL-6). Questi
mediatori dell’inflammazione presentano alcune ttaristiche in comune e tutte
agiscono in senso pro-inflammatorio (Anker & voneHing, 2004).

Nonostante i diversi anni di studio dedicati aiteerca di questa condizione, lo
stimolo che induce lo stato infiammatorio in cordb insufficienza cardiaca
rimane sconosciuto. Esistono diverse teorie inerbativazione del sistema
immunitario in corso di insufficienza cardiaca daan La produzione delle
citochine pro-infammatorie é stata attribuita aéule mononucleate, anche se |l
miocardio sembra essere un’altra fonte importaiecorso di insufficienza
cardiaca si pensa che I'attivazione delle cellumanucleate avvenga in risposta
alla necrosi tissutale in seguito a infarto miogard all'ipoperfusione cronica
tissutale e alle alterazioni della permeabilita ellad popolazione batterica
nell'intestino ipoperfuso e che la produzione mrdgzg aumenti in seguito a
stimolazione adrenergica cronica. L’alterazioneladglermeabilita intestinale
permette il passaggio delle endotossine batteratdlelume con conseguente
produzione di citochine pro-infammatorie dai moitioed eventualmente da altri
tessuti (Anker & von Haehling, 2004; Boswood, 20D%o0n et al., 2011).

Inizialmente si pensava che le citochine fossepoesse solo in pazienti affetti
da insufficienza cardiaca allo stadio terminalequesta ipotesi aveva contribuito
il fatto che i primi studi dimostravano livelli elati di citochine (IL-6, TNF-a, IL-
18) in pazienti affetti da insufficienza cardia@ngestizia e cachessia (Levine et
al., 1990; ; Dutka et al., 1993; Katz et al., 19®#tsumori et al., 1994; Torre-
Amione et al., 1996; Seta et al., 2000; Bozkurt®0Tuttavia, come riportato da
diverse pubblicazioni, ora € noto che le sostanmmeirfiammatorie si attivano
durante le fasi precoci di insufficienza cardiapar(esempio durante lo stadio
NYHA 1) e continuano ad incrementare con il peggmento della classe
funzionale di scompenso, indipendentemente datllegia (Levine et al., 1990;
Dutka et al., 1993; Katz et al., 1994; Matsumorlet1994; Torre- Amione et al.,
1996; Muner et al., 1996; Testa et al., 1996; 8etd., 1996; Aukrust et al., 1998;
Tsutamoto et al., 1998; Aukrust et al., 1999; Ddsstaal., 2001; Vasan et al.,
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2003; Dunlay et al., 2008; Bozkurt et al., 2010yelli elevati di questi mediatori
dell'infammazione (TNF, IL-6 e recettori solubdi TNF -sTNFR 1, STNFR2) in
pazienti cardiopatici sono associati ad aumentataatita (Moler et al., 1997,
Tsutamoto et al., 1998; Rauchhaus et al., 2000eddat al., 2000; Deswal et al.,
2001; Kell et al., 2002; Ferrari, 2002; Bozkuriakt 2010) e secondo la teoria che
vede le citochine infiammatorie coinvolte nella qmEnesi dell’'insufficienza
cardiaca, la progressione della patologia € almermarte causata dall’azione di
gueste sostanze (Oikonomou et al., 2011).

Relazione tra le citochine infiammatorie e I'ingciftnza cardiaca

» Effetti delle citochine sulla funzionalita ventrlage sinistra: Diversi studi
hanno messo in evidenza gli effetti delle citochimfeammatorie e di altri
mediatori dell'inflammazione sulla funzionalita ‘eoolare sinistra
(Valgimiggli et al., 2005; Shah et al., 2006; Kawaet al., 2006; Frantz et
al., 2006; Kosmala et al., 2008; Crysohoou et28lQ9; Oikonomou et al.,
2011). Dati recenti dimostrano che le citochineiamimatorie come il
TNF-alfa, il TNFR1 e I'lL-6 influenzano gli indicecocardiografici che
riflettono la funzione sistolica e diastolica dedniricolo sinistro e che
bloccando gli effetti delle citochine inflammatorsail miocardio viene
inibita la progressione dell'insufficienza cardiafgalgimiggli et al.,
2005; Kawano et al., 2006; Frantz et al., 2006;sGnpou et al., 2009;
Oikonomou et al., 2011).

» Effetti delle citochine sul rimodellamento del vecdlo sinistro: Con |l
termine di “rimodellamento” si intendono le moddmoni delle
dimensioni, della forma e della struttura del mrdoa in risposta agli
stimoli nocivi. Le citochine infammatorie esercitaeffetti importanti sul
processo del rimodellamento ventricolare. Molti dati che esistono in
bibliografia riguardano gli effetti dell’lL-1 e deINF-alfa e dimostrano
come livelli bassi di citochine inflammatorie cdeneo con gradi minori di
rimodellamento ventricolare sinistro e viceversaa(iz et al., 2003,
Diwan et al., 2004; Oikonomou et al., 2011).

» Effetti delle citochine sull’endotelio: | paziensffetti da insufficienza

cardiaca presentano disfunzione endoteliale chesacalterazioni della
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funzionalita miocardica e ridotto apporto ematiagi argani periferici
spiegando parzialmente alcune delle caratteristide#insufficienza
cardiaca, come facile affaticabilita e alterataigmsazione dei tessuti
periferici (Parissis et al., 2002; Oikonomou et @011). Le citochine
inflammatorie causano disfunzione endoteliale indndiversi. Prima di
tutto, inducono la produzione di molecole di adesie di citochine dalle
cellule endoteliali, che a loro volta aumentanaisposta inflammatoria
della parete vascolare. In secondo luogo, alteréiaquilibrio tra
vasodilatatori (come I'NO) e vasocostrittori (esdetelina-1) endogeni
causando vasocostrizione (Tousoulis et al., 20@Qr®@mou et al., 2011)
e stimolano la produzione di specie reattive dsfligeno, che a loro volta
peggiorano la disfunzione endoteliale (Tousoulialgt2005; ikonomou et
al., 2011)). Infine, Il TNF-alfa, che si conoscesarg elevato in corso di
insufficienza cardiaca, & stato implicato nell'imthne di apoptosi delle
cellule endoteliali (Anker & Sharma, 2002; Oikonamet al., 2011).

Effetti delle citochine sui muscoli e su altri onja(cachessia):
L’insufficienza cardiaca cronica € una sindromeadiica che coinvolge
diversi organi e apparati. Cosi, oltre al miocard&uoi effetti influenzano
la funzione dell’'apparato gastroenterico, dei reni sistema muscolo-
schelettrico. La cachessia cardiaca € accompadaaaoressia, perdita di
peso, perdita di massa muscolare e di grasso @wrpdalla modificazione
del metabolismo epatico del glucosio e dei lipidiieeassociata a prognosi
peggiore. Si pensa che la cachessia sia il risuttali’'interazione tra varie
citochine, neuropeptidi, ormoni dello stress, edptt intermedi del
metabolismo dei lipidi (Anker & Sharma, 2002; Qikeonou et al., 2011).
Diversi studi hanno messo in evidenza che il TNFHa;1 e I'lL-6 sono
correlati a proteolisi, ad alterazioni del metakwio lipidico (es. aumento
della lipolisi), ad atrofia muscolare, ad apoptdsi miociti e a perdita di
peso (Sharma & Anker, 2002; Oikonomou et al., 2011)

Effetti delle citochine sull’emopoiesi: L’anemia @na caratteristica
comune dell'insufficienza cardiaca cronica che aggr la funzione
miocardica e la sintomatologia clinica mentre soag| a una prognosi

peggiore (Kalleris et al.,, 2005; Oikonomou et @011). Le citochine
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inflammatorie interferiscono con la produzione direpoietina, alterano
I'eritropoiesi attraverso apoptosi delle celluleogenitrici a livello di
midollo osseo e inducono la produzione di epcidiagli epatociti, la
quale inibisce il rilascio di ferro dai macrofagi’assorbimento del ferro
in sede intestinale (Okonko & Anker, 2004; GanzQ£00ikonomou et
al., 2011).

Diversi studi in campo umano hanno valutato glietif della terapia
farmacologica sui livelli di citochine infiammateriin pazienti affetti da
insufficienza cardiaca (Maeda et al., 1997; HereandPresa et al., 1997; Prabhu
et al., 2000; Aronson et al., 2001; Otsuka et 2001; Tsutamoto et al., 2001;
Gurlek et al., 2001; Loppnow et al., 2002; Matsumaeat al., 2002 Wei et al.,
2002; Gage et al., 2004; Bozkurt et al., 2010;)esomnda dello studio preso in
considerazione e la combinazione dei farmaci usesultati sono variabili ma si
e visto che attraverso I'ottimizzazione della tésapardiologica standard con
diuretici, ACE-inibitori, farmaci beta-bloccanti digossina si pud ottenere
I'abbassamento dei livelli dei mediatori dell'infiemazione (Maeda et al., 2000;
Bozkurt et al., 2010) Questi risultati suggeriscaie ci sono delle importanti
interazioni tra il sistema renina-angiotensinasiftema simpatico e le citochine
pro-infiammatorie e che alcuni trattamenti convenaii per linsufficienza
cardiaca potrebbero essere efficaci almeno in paeléa modulazione della
risposta inflammatoria (Bozkurt et al., 2010).

In medicina veterinaria, si e visto che la somntraidone di olio di pesce,
ricco in acidi grassi poliinsaturi, in cani affetta insufficienza cardiaca provoca
I'abbassamento dei livelli di IL-1 e migliora il gdro di cachessia cardiaca
(Freeman et al., 1998).

Di seguito vengono prese in considerazione singwdate le citochine che, in

campo umano, sono state piu spesso implicate pattagenesi dell’insufficienza

cardiaca e che sono state valutate nellambitadstp studio.
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Fattore di crescita tumore alfa (Tumour Necrosigdiaalpha —TNF-alfa)

Il fattore di necrosi tumorale ha preso il suo naa#’iniziale osservazione
di effetti inibitori su diverse cellule tumorali (@ 1985; Kapadia et al., 1997;
Oikonomou et al., 2011). Nel corso degli anni,sflidi effettuati in campo umano
hanno dimostrato che i livelli di questa citochinamentano nell’ambito di
diverse patologie cardiache e che il TNF-alfa pseér@tare i suoi effetti tossici
direttamente sul cuore e sulla circolazione padée(Kapadia et al., 2000). E’
stato dimostrato che quando viene espresso in &xLcésTNF-alfa conduce a
rimodellamento e disfunzione, sistolica e diastlientricolare sinistra (Kapadia
et al., 2000; Valgimigli, 2005; Oikonomou et alQ14). A livello subcellulare,
guesta citochina pro-inflammatoria stimola [lipefta dei miocardiociti
attraverso la creazione di intermedi reattivi asfigeno, causa inadeguato
rimodellamento cardiovascolare attraverso la st@ziohe del turnover della
matrice extracellulare e della produzione delle praeine, causa apoptosi dei
miocardiociti e delle cellule endoteliali, depritaefunzione miocardica attraverso
anomalie della gestione del calcio cellulare, delocdella sfingomielinasi e
dell'ossido nitrico ed altera la sensibillita de#ta recettori (Hagewisch et al.,
1990; Katz et al., 1994; Packer 1995; Feldman .e2800; Adamopoulos et al.,
2001; Oikonomou et al., 2011; Parissis et al., 20@&lgimigli et al., 2005;
Haudek et al., 2007; Hedayat et al., 2010). Stuanédicina umana hanno messo
in evidenza che la sua concentrazione elevata zrep affetti da insufficienza
cardiaca cronica rappresenta un fattore prognostegativo e che i livelli di
TNF-alfa sono correlati allo stadio funzionale wnsufficienza cardiaca (NYHA),
alla gravitd clinica e all’attivazione neuro-ornadm (Levine et al., 1990;
Matsumori et al., 1994; Torre- Amione et al., 19%@rrari 1998; Anker et al.,
1997; Anker et al., 1997; Katz et al., 1994; Fiapps et al., 2000; Parissis et al.,
2002; Oikonomou et al., 2011).

In medicina veterinaria, i livelli circolanti di TiRalfa non erano misurabili in
uno studio condotto mediante metodica ELISA in cemm malattia valvolare
mitralica, I'espressione genica nel sangue pecdfegra bassa in cani affetti da
insufficienza cardiaca a varia eziologia e l'espi@se genica a livello di

miocardiociti era significativamente piu elevata @ani morti per malattia
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mitralica che sottoposti ad eutanasia per altreseaiPaslawska et al., 2006;
Fonfara et al., 2010; Zois et al., 2011).

Interleuchina 6 (IL-6)

Questa e una citochina con effetti proinflammatatie viene espressa in
diversi tessuti e organi, responsabile di segniaprdliferazione, di crescita, di
differenziazione e di apoptosi (Hedayat et al., @O1'IL-6 e le citochine
correlate all’'lL-6 giocano un ruolo importante @ehegolazione dell’ipertrofia e
dell’'apoptosi dei miocardiociti (Parissis et alD02). La cardiotrofina (CT-1), che
appartiene alla famiglia dell’ IL-6, €& stata asatei a diversi eventi
cardiovascolari. Sembra che la sua produzione vstigelata dalla dilatazione
ventricolare e alcuni studi suggeriscono che possaere coinvolta nel
rimodellamento cardiaco (Jougasaki et al., 200Rp@omou et al., 2011).

Come per il TNF-alfa, livelli elevati di questa athina si riscontrano in
pazienti affetti da insufficienza cardiaca cronis@mno stati associati a una
prognosi peggiore e sembra che possano prevedsvduppo di segni congestizi
in pazienti asintomatici (Parissis et al., 2002saa et al., 2003; Anker & Von
Haehling, 2004; Oikonomou et al., 2011). Infatepdra che la determinazione
dei livelli sierici di IL-6 nel follow-up di pazignaffetti da insufficienza cardiaca
cronica abbia un elevato valore predittivo riguaadlo sviluppo di nuovi episodi
di scompenso o di morte (MacGowan et al., 1997gRial., 2000; OrUs et al.,
2000; Parissis et al., 2002). Studi in medicineananhanno messo in evidenza
che la concentrazione di IL-6 & correlata allo istddnzionale dell'insufficienza
cardiaca e alla funzione sistolica e diastolica\a@gitricolo sinistro (Roig et al.,
1998; Deswal et al., 2001; Oikonomou et al., 2011).

In medicina veterinaria i livelli circolanti di 16- non erano misurabili in una
elevata percentuale di soggetti in uno studio ctindonediante metodica
immunoenzimatica in cani con malattia valvolarerafita mentre I'espressione
genica a livello di miocardiociti era significativeente piu elevata in cani morti
per malattia mitralica che sottoposti ad eutanpsiaaltre cause (Paslawska et al.
2006; Zois et al., 2011).
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Interleuchina 1 (IL-1)

L’IL-1 e stata la prima citochina ad essere sc@pertinsieme al TNF-alfa, e
considerata il prototipo delle citochine pro-infiaratorie (Anker & Sharma,
2002). Sono state indentificate due classi di IL1L:1 o e I'lL-1 che presentano
elevata omologia di sequenza e identiche attiviialobgiche (Bujak &
Frangogiannis, 2009; Dinarello, 2011). E’stato détnato che I'lL-1 & presente
nel miocardio di pazienti affetti da miocardiopafitatativa e sembra che deprima
la contrattilita miocardica in modo dose-dipende(d@ker & Sharma, 2002).
Agisce in sinergia con il TNF-alfa e sembra essmi@volta nell'apoptosi dei
miocardiociti, nell’ipertrofia miocardica e nellitmogenesi (Anker & Sharma,
2002). Inoltre, sembra che sia in grado di indurranodellamento ventricolare
anomalo attraverso l'alterazione dell’espressione dell'attivita delle
metalloproteinasi di matrice (MMP) e di accentudae produzione di altri
mediatori dell'infammazione (Anker & Sharma, 20@)jak & Frangogiannis,
2009).

Un’aumentata espressione genica di IL-1 € stateomisata nel sangue
periferico di cani con insufficienza cardiaca aiaaeziologia e a livello di
miocardiociti in cani morti per malattia mitralicde sottoposti ad eutanasia per

altre cause (Paslawska et al., 2006; Fonfara 20aD).

Interleuchina 8 (IL-8)

L’IL-8 appartiene alla famiglia delle citochine coattivita chemottatica

(chemochine) e ha potenti effetti pro-infammat®iene prodotta da diversi tipi
cellulari ed é responsabile della migrazione chattiod e dell'attivazione delle
cellule (neutrofili, monociti, linfociti, basofilied eosinofili) nel sito di
inflammazione (Feghali & Wright, 1997).

| macrofagi rappresentano la fonte principale dBI{Dominguez-Rodriguez et
al., 2006; Kaski 2000). | vari studi mettono indua possibilita che I'lL-8 possa
essere in grado di stimolare la proliferazioneade#llule della muscolatura liscia,
aumentare I'espressione della sintetasi inductteléossido nitrico, incrementare
la produzione di elevate quantita di radicali aeido nitrico, produrre matrice
extracellulare e forme interstiziali di collager&érma et al., 2000; Dominguez-
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Rodriguez et al., 2006). Gli effetti dannosi chedegiverebbero sono disfunzione
endoteliale, deficit della riserva vascolare coramaae della perfusione del tessuto
miocardico, apoptosi dei miocardiociti e delle gkl endoteliali, e, infine,
citotossicita e/o inibizione della contrazione nitica (Sharma et al., 2000;
Dominguez-Rodriguez et al., 2006).

In medicina veterinaria, in uno studio su canetifda endocardiosi mitralica,
I livelli di IL-8 misurati con metodica immunoenzatica tendevano a ridursi con
il progredire della patologia e l'aumento delle dmsioni ventricolari nel
sottogruppo costituito da cavalier King Charlesréga(Zois et al., 2011). Questa
riduzione della concentrazione dell’'IL-8 potrebinéicare una minor attivazione
immunologica nei cani di questa razza affetti dp@ologia mitralica rispetto ai
pazienti umani nei quali i livelli di citochine vgono studiati prevalentemente
nella malattia ischemica e nel corso della qualtiVazione immunitaria € molto
marcata (Zois et al., 2011). Infine, uno studioerge non ha evidenziato
differenze statisticamente significative nell’eg®iene genica di IL-8 nel sangue
periferico di cani con insufficienza cardiaca ai@aziologia rispetto a cani sani
(Fonfara et al. 2010).

Fattore di crescita trasformante beta (Trasforn@nowth Factor - TGH)

Il fattore di crescita trasformante (Transformingp®th Factor beta — TGP}

e un peptide multifunzionale, appartenente ai fattocrescita, che ha un ruolo
importante nella regolazione della crescita cetkula nella differenziazione di
diversi tessuti. Si pensa che questa potente ditaalegoli I'inizio e la fine della
riparazione tissutale e che la sua produzione pgata o un difetto nella sua
regolazione causi lo sviluppo di fibrosi miocard{@order & Noble, 1994; Lim
& Zhu, 2006). Nei mammiferi, esistono tre isoform&F{1, TGFH2 e TGFB3
(Lim & Zhu, 2006).

Gli studi effettuati in medicina veterinaria suggeono un coinvolgimento del
sistema del TGB-nella patogenesi dell’endocardiosi valvolare nhitea Si pensa
che il TGF$ intervenga nella trasformazione patologica dedltute interstizial
valvolari (Obayashi et al., 2011). Le cellule isté&ziali valvolari rappresentano il
tipo cellulare prevalente nella valvola e preseatplasticita biologica con una
combinazione di caratteristiche intermedie tra lgueéi fibroblasti e delle cellule
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muscolari lisce. Si pensa che siano coinvolte inétio e nella progressione della
patologia mitralica (Oyama e Chittur, 2006) e dévestudi suggeriscono che una
loro alterazione sia necessaria perche si svillgpgegenerazione valvolare.

L’endotelina, 'ossido nitrico, le metalloproteing®IMP) e le isoforme del
fattore di crescita trasformante (TGE; 2, 3) sono alcuni dei potenziali mediatori
coinvolti in questo processo anche se il loro débato rimane poco chiaro
(Weber et al., 1994; Rizvi et al.,, 1996; Mow et, d1999; Olsen et al., 2003;
Rabkin et al., 2001; Aupperle et al., 2008; Disartet al., 2008; Aupperle et al.,
2009; Obayashi et al., 2011).

Nello studio effettuato da Oyama e Chittur € stitaostrata up-regolazione di
diversi sistemi molecolari nel tessuto valvolare cdini affetti, tra cui quelli
dell'IL-6, del recettore per I'lL-1 e di alcuni rettori coinvolti nei sistemi di
segnalazione della serotonina e di conseguenzaT@#{8, suggerendo |l
coinvolgimento di queste molecole nella prolifecarg e nella differenziazione
delle cellule valvolari interstiziali, nel danno dmieliale e nella produzione
anomala di matrice extracellulare (Oyama & Chit2006; Disatian et al., 2009; ;
Aupperle et al., 2008; Disatian 2010).

Si conosce poco sulle diverse funzioni di TEE-TGF$2 e TGFB3; tuttavia
si pensa che siano coinvolte nei meccanismi difdraszione endoteliale-
mesenchimale. La trasformazione endoteliale-mes@abh avviene durante lo
sviluppo embrionale del cuore: le cellule mesenchirohe formano i cuscinetti
atrio-ventricolari, precursori delle valvole e deetti cardiaci, derivano
dall’endocardio tramite meccanismi di transiziond@eliale-mesenchimale.

Questo processo sembra iniziare in seguito a indezda parte di segnali,
come il TGFB, prodotti dal miocardio. E’ stato dimostrato chdibrosi cardiaca
eé associata alla nascita di fibroblasti da cellaiedoteliali attraverso un
meccanismo di transizione epiteliale-mesenchimadgsperg et al., 2007).

Diversi studi evidenziano che il TGF-gioca un ruolo importante in questi
processi stimolando le cellule endoteliali a produmediatori fibrogenici e
inducendo la trasformazione endoteliale — meseralBinBebbene i meccanismi
che scatenano I'espressione di TBRel cuore fibrotico non siano noti, si pensa
che lo stress emodinamico pud dare origine al gsmeinfiammatorio in

prossimita della vascolatura intracardiaca provdoalattivazione delle cellule
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endoteliali che a loro volta producono mediatorbrdigenici e inducono
attivazione fibroblastica e fibrosi miocardica (Z®erg et al., 2007).

Inoltre, il fattore di crescita trasformante 3 riegta qualita e la quantita della
matrice extracellulare ed ha un ruolo fondamentadé rimodellamento delle
valvole atrio-ventricolari nelle specie aviariede, studi effettuati in vitro sul cane,
si pensa sia in grado di attivare i miofibroblastlvolari e la sintesi di
proteoglicani (Obayashi et al., 2011).

A livello cardiaco, la produzione di TGF€ stata associata oltre che a danno
miocardico e sovraccarico di pressione, ad alwedzioni che possono
accompagnare lo stato di insufficienza cardiacamecoaumento della
concentrazione di angiotensina Il ed epinefrinak@hashi et al., 1994; Sun et al.,
1998; Koyanagi et al., 2000; Sun & Weber, 2000; dhara et al., 2002; Lim &
Zhu, 2006).

Diversi studi hanno evidenziato un’interazionelmagiotensina Il e il TGH1
ed e noto che queste due sostanze hanno un ruptwtante nella progressione
della fibrosi miocardica, nell'ipertrofia e nellsafficienza cardiaca (Gray et al.,
1998; Lim & Zhu, 2006). L'angiotensina Il stimoldpkertrofia dei miocardiociti
attraverso il rilascio paracrino di TGH- e aumenta I'espressione del T@Fnei
fibroblasti cardiaci (Lim & Zhu, 2006). Il TGB1 viene espresso, oltre che dai
fibroblasti miocardici, anche dai miocardiociti édstato implicato nella crescita
delle cellule cardiache e nella fibrosi, attravefsmmento dell’espressione di
collagene e fibronectina, eventi caratteristici d@hodellamento cardiaco
(Thompson 1988; Eghbali, 1989; Villareal & Dillammnl1992; Kupfahl et al.,
2000; Koyanagi et al.,, 2000; Lim & Zhu, 2006). lime] agisce stimolando
'aumento della sintesi della maggior parte dehet@ine della matrice, riducendo
la produzione degli enzimi proteolitici della ded@zione della matrice,
aumentando la produzione degli inibitori di quegimteasi e modulando
I'espressione delle integrine in modo da aumenitackesione delle cellule alla
matrice (Smith 1993; Border & Noble, 1994; Web&91; Lim & Zhu, 2006).

Diversi studi hanno messo in evidenza che in segaiun danno cardiaco
I'espressione del TNF-a, dellILgl dell'lL-6, del TGF$1 e del TGH3 é
incrementata (Chen et al., 2004; Lim & Zhu, 2006)NF-o puo indurre in modo
indipendente l'up-regolazione dei recettori deljatensina | (AT-1) esaltando
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gl effetti mediati dall’angiotensina Il (AT 2) ei @donseguenza del TGF-n
favore della fibrosi (Lim & Zhu, 2006, Peng et @002). Infine, uno studio
recente dimostra che il TGRE influenza in modo diretto la risposta di
rimodellamento del cuore all’azione dell'angioterasil (Schultz et al., 2002; Lim
& Zhu, 2006; Polhers et al., 2009).

E’ chiaro che il rimodellamento conduce a perditlad normale funzione
miocardica e che questo rimodellamento struttumileamico ha un ruolo
importante nella progressione dell'insufficienzardéaca (Lim & Zhu, 2006;
Pfeffer et al., 1995; Ju et al., 1997; Ju et 898 Weber, 1997; Sutton et al.,
2000; Hao et al., 2000).
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2- CONTRIBUTO SPERIMENTALE
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Scopo degli studi

L’endocardiosi mitralica, nota anche con il nomeddgenerazione valvolare
mixomatosa o malattia valvolare mitralica, & laopajia cardiaca acquisita piu
comune nel cane. Colpisce prevalentemente canccblp e media taglia e la sua
prevalenza aumenta con I'avanzamento dell’eta (&bl2908). La patologia e
causata dalla progressiva degenerazione mixomdébsavalvola mitralica, con o
senza il coinvolgimento della valvola tricuspidalehe causa la mancata
coaptazione dei lembi valvolari e di conseguenzagiirgito valvolare (Abbott,
2008; Olsen et al., 2010).

La fisiopatologia dell'insufficienza cardiaca, chee consegue, € molto
complessa e non del tutto conosciuta. Dagli stfidttaati in medicina umana fin
dagli anni 60 e risultato che in corso di insuffitza cardiaca cronica avviene
I'attivazione del sistema immunitario con produzor rilascio di citochine,
attivazione del complemento e produzione di autoargi (Anker et al., 2004).

Le citochine sono proteine a basso peso molecobmoelotte da diversi tipi
cellulari (monociti, linfociti, miocardiociti), indpensabili per la propagazione e
amplificazione della risposta inflammatoria. Somsponsabili del reclutamento
cellulare nell'area di inflammazione, e stimoldadalivisione, la proliferazione e
la differenziazione cellulare (Oikonomou et al.12)

Numerosi studi in medicina umana hanno messo ideevia che le citochine
piu spesso implicate in corso di insufficienza ced sono I interleuchina 1 (IL-
1), linterleuchina 6 (IL-6) e il fattore di neciliogimorale alfa (Tumour Necrosis
Factor alpha, TNFy) che agendo sul miocardio determinano ulteriore
deterioramento della funzione contrattile e provacarimodellamento e
disfunzione endoteliale. Inoltre, si e visto clpakienti con insufficienza cardiaca
ed elevate concentrazioni dei mediatori inflammapyesentano una prognosi
peggiore ( Levine et al., 1990; Neissner et al02®ikonomou et al., 2011).

In medicina veterinaria, il ruolo delle citochinefiammatorie in corso di
insufficienza cardiaca non € stato ancora pienagniedagato ed e disponibile un
limitato numero di pubblicazioni riguardanti quesicgomento (Kiczak et al.,
2008; Arndt et al., 2009; Oyama & Levy, 2010; Faafet al., 2010;Zois et al.,
2011).
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L’obiettivo degli studi oggetto di questa tesi @tstvalutare l'esistenza di
differenze nei livelli di citochine tra soggettifetti da insufficienza mitralica a
vario stadio di gravita e soggetti sani e di assnoni tra i livelli di citochine e
parametri ecocardiografici di rimodellamento cacdiaA tale scopo, inizialmente
sono stati misurati i livelli plasmatici di IL-6 @el TNFo mediante test ELISA
canino e, successivamente, e stata analizzatard®spne genica di alcune
citochine pro-infammatorie (IL-1, IL-6, IL-8, TGPB; TNF-n) nelle cellule
mononucleate mediante RT-PCR (Reverse Transcriptag®lymerase Chain

Reaction) in soggetti sani e affetti da patologitratica.
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STUDIO 1

Obiettivo di questa prima parte dello studio é cstqtiello di valutare il
potenziale ruolo di TNk e IL-6 nella patogenesi dell'insufficienza cardiac
conseguente a malattia valvolare mitralica mediante

* Misurazione delle concentrazioni sieriche di IL-@MF-o in cani sani e

con insufficienza cardiaca a vario stadio funzier@nseguente a malattia
valvolare mitralica cronica;

* Valutazione dell'esistenza di associazioni tra velli circolanti di

citochine e parametri ecocardiografici di funziorentricolare sinistra e

rimodellamento cardiaco.

MATERIALI E METODI

Animali
Cani di proprieta sottoposti a visita cardiologspeecialistica presso I'Ospedale
Veterinario Universitario Didattico (OVUD) del Diganento di Salute Animale
dell’'Universita degli studi di Parma nel periodangaio 2009 — luglio 2010 sono
stati arruolati in modo prospettico nello studiee\po consenso informato del
proprietario. Le visite cardiologiche specialisgckffettuate presso la suddetta
struttura universitaria includono la raccolta delhmnesi remota e recente, il
segnalamento, I'esecuzione di un elettrocardiogranmrb-derivazioni (standard
e unipolari toraciche), del’esame radiografico tehce in due proiezioni (latero-
laterale destra e dorso-ventrale), dell’esame edagrafico ed ecoDoppler ed il
prelievo di un campione di sangue venoso per edalaboratorio.
| soggetti arruolati dovevano soddisfare i seguenitteri di inclusione:
» Visita cardiologia specialistica effettuata semmlallo stesso medico
veterinario (AM);
» Esame radiografico effettuato presso I'Unita Opeaatli Diagnostica per
Immagini del’OVUD dell’'Universita degli studi didma;
» Canidirazza e incroci;

+ Cani di entrambi i sessi;
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» Eta>5 anni;

* Peso compreso tra 5 e 20 kg;

* Soggetti esenti da cardiopatie congenite 0 acgudiNerse da malattia
valvolare mitralica cronica (MVMC);

* Soggetti con anamnesi muta per malattie infettiveeoplasie in atto o
recenti (meno di 1 anno), malattie inflammatorieutaco croniche,
insufficienza renale acuta e cronica, patologie w@slsuto connettivo,
febbre;

e Soggetti con pressione arteriosa sistolica sis@mmisurata con
flussimetria Doppler < 160 mmHg;

* Soggetti con valori emato-chimici nel range di nalita del laboratorio
utilizzato (Laboratorio di ematologia e biochimiclinica della Sezione di
Clinica Medica del Dipartimento di Salute AnimalelltUniversita degli
studi di Parma);

e Soggetti non in terapia cardiologica al momentdidelusione.

Cani che soddisfacevano i suddetti criteri, maltasuesenti da MVMC,
sottoposti a visita cardiologica specialistica miwa in quanto a rischio di
sviluppare malattia valvolare mitralica o in amhbiliovisita preanestesiologica in
soggetti da sottoporre a ovarioisterectomia 0 aagine non terapeutiche, sono

stati arruolati come controlli.

Raccolta dei dati clinici e classificazione dei can
| cani arruolati sono stati allocati alle diverdassi funzionali di insufficienza

cardiaca sulla base dei rilievi clinici, radiogcafied ecocardiografici.

Sintomi e segni clinici

Sono stati valutati tolleranza all’esercizio fisicsiato del sensorio, appetito,
tosse, tachipnea, sforzo respiratorio, dispneaun@t sincopi e body condition
score (BCS). A queste variabili &€ stato attribwito punteggio (tabella 1). | cani
inclusi, per essere considerati asintomatici, damevpresentare punteggio 1 nei

parametri sincope, stato del sensorio, tachipnspnéda, e sforzo respiratorio;
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punteggio 1 o 2 nei parametri tolleranza all’essecifisico, appetito, tosse,

punteggio> 3 per il BCS.

SINTOMO PUNTEGGIO DESCRIZIONE
(Molto buona) — capace di muoversi con facilita; no
1 limitazioni; capace di sostenere piena attivita
(Buona) - capace di muoversi con facilita; incapace di
2 sostenere piena attivita; la capacita alla corsa é ridotta
Tolleranza i i i i i
, o (Media) - meno attivo del normale; si muove di meno; evita
all'esercizio 3 attivita prolungata nel tempo
fisico
(Scarsa)- scarsamente attivo; si muove solo per
4 alimentarsi e urinare
1 Vigile
2 Lievemente letargico
Sensorio 3 Moderatamente letargico
4 Poco reattivo
S Non reattivo
1 Aumentato
2 Normale
Appetito 3 Diminuito (2/3 del normale)
4 Marcatamente diminuito (<2/3 del normale)
1 Normale
2 Lieve aumento dello sforzo o della frequenza
Sforzo
respiratorio 3 Moderatamente laborioso
4 Sforzo respiratorio grave
1 No
2 Occasionale (pochi colpi alla settimana)
Tosse - - -
3 Frequente (pochi colpi al giorno)
4 Persistente (frequente durante il giorno)
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1 No
) Tosse poco frequente durante la notte ma assenza di segni di
Dispnea 2 dispnea e irrequietezza
notturna i
Tosse persistente durante la notte con aumento dello sforzo
3 respiratorio e irrequietezza
1 No
o 2 occasionali (pochi episodi/settimana)
Episodi di
tachipnea 3 Frequenti (pochi episodi/giorno)
4 Persistenti (frequente/giorno)
1
Episodi nessuno
. . <
sincopali 4 al mese
3 > 4 al mese
Molto magro/emaciato (le costole, la colonna vertebrale, la
spina della scapola e le ossa dell’anca sono prominenti e
1 visibili; marcata perdita di
massa muscolare; no grasso palpabile a livello di cassa
toracica)
Magro/ sottopeso (le costole, la colonna vertebrale, la spina
della scapola e le ossa dell’anca sono visibili; marcata
2 rientranza del profilo addominale (a livello di “vita”); no grasso
palpabile a livello di cassa toracica)
Body
condition Ideale (le costole, la colonna vertebrale, la spina della
scapola e le ossa dell'anca non sono visibili ma facilmente
score (BCS) 3 palpabili; marcata rientranza del profilo addominale (a livello
di “vita”); palpabile uno strato sottile di grasso a livello di
cassa toracica)
Sovrappeso (le costole, la colonna vertebrale, la spina della
scapola e le ossa dell'anca sono difficilmente palpabili;
4 assenza della rientranza del profilo addominale (a livello di
“vita"); presenza di depositi di grasso a livello di colonna
vertebrale e alla base della coda
Obeso (abbondanti depositi di grasso a livello di torace,
5 colonna e base della coda; marcatata distensione
addominale)

Tabella 1: Sintomi e segni clinici con relativi punteggi (THRAPROVE study
group, 1995; Haggstrom et al., 2008; Bernay eRall0)
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Esame radiografico
E’ stata valutata e caratterizzata con punteggitcod la presenza di edema

polmonare (tabella 2).

PUNTEGGIO DESCRIZIONE
1 No
2 Lieve pattern interstiziale

Edema polmonare

Moderato pattern interstiziale

Pattern alveolare, grave consolidamento

Tabella 2: Presenza di edema polmonare e relativo puntegiigdstrom et al.,
2008)

Esame elettrocardiografico

L’esame elettrocardiografico € stato effettuato liaando un
elettrocardiografo Cardioline plus a tre canali,sseggetto contenuto in decubito
laterale destro e sono stati annotati per ciasaue a frequenza cardiaca, il ritmo

di base e le eventuali aritmie presenti.

Esame ecocardiografico

L’esame ecocardiografico e stato effettuato su sthiggon sedati, contenuti in
decubito laterale destro e sinistro su appositooltavper ecocardiografia,
utilizzando un apparecchio Megas CPV (Esaote Bioaragdmontante sonde
elettroniche phased-array con frequenze variakili2cb a 7,5 MHz a seconda

della taglia dell’animale e del tipo di valutazioseocardiografica da effettuare.
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L’esame ecocardiografico e stato eseguito per naastoracica secondo gli
standard utilizzando proiezioni parasternali dessmistre e la proiezione
retrosternale (Thomas et al., 1993). In particolpez gli obiettivi di questo studio
la valutazione ecocardiografica ha incluso:

Proiezione parasternale destra asse corto:

* M-mode del ventricolo sinistro;

» Diametro aorta e diametro atrio sinistro con ratioo sinistro/aorta aorta

(Haggstrom et al., 1994);

* Doppler del flusso polmonare.

Proiezione parasternale destra asse lungo 4-camere:

» Valutazione morfologica dell’apparato valvolare malico.

Proiezione parasternale sinistra apicale 4-camere:

» Valutazione morfologica dell’apparato valvolare malico e tricuspidale;

» Color mapping dell’eventuale rigurgito mitralico;

* Doppler continuo del rigurgito mitralico;

* Flusso diastolico transmitralico.

Proiezione parasternale sinistra craniale asse ottitnizzata per la valvola
tricuspide:

» Valutazione morfologica dell'apparato tricuspidale;

* Doppler continuo dell’eventuale rigurgito tricusalel.

Proiezione retrosternale:

» Doppler del flusso aortico.

Ai fini della successiva allocazione dei cani irgtlaello studio alle diverse
classi funzionali di insufficienza cardiaca e delutazione statistica sono stati
in particolare estrapolati parametri ecocardiograttollegati alla funzione
ventricolare sinistra, al rimodellamento cardiacall gravita della malattia
valvolare mitralica:

* Rapporto atrio sinistra/aorta;

* Rapporto E/A e velocita di picco onda E del flussmsmitralico;

» Diametro del ventricolo sinistro in telediastolpaametri correlati:
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o Valore normalizzato secondo Cornell (VDd/peso coept®
(Cornell et al., 2004);
» Diametro del ventricolo sinistro in sistole e paedmcorrelati:
o Valore normalizzato secondo Cornell (VDs/peso crego™
(Cornell et al., 2004);
» Frazione di accorciamento;
» Frazione di eiezione;
* Presenza o assenza di ipertensione polmonarebsdéadella velocita del
rigurgito tricuspidale (normale se2,8 m/sec) (Schober & Baade, 2006;
Johnson, 2006; Kullum & Stepien, 2007).

Classificazione dei cani

E’ stata utilizzata la classificazione della Newrk déleart Academy (NYHA)
modificata (tabella 3) (Kvart C. et al., 2002; Haggm J. et al., 2008). | cani
sono stati allocati alle diverse classi sulla bat® sintomi, del quadro

radiografico e dei parametri ecocardiografici.

CLASSE 0O Cani clinicamente sani, senza soffio cardiaco eazame
ecocardiografico nella norma

CLASSE 1 Cani asintomatici, con soffio cardiaco ma senzaisgig
ingrandimento delle camere cardiache

CLASSE 2 Cani asintomatici, con soffio cardiaco, segni dirandimento
delle camere cardiache ma senza segni radiogdafici
congestione venosa o0 edema polmonare

CLASSE 3 Cani lievemente o moderatamente sintomatici, satialiaco,
ingrandimento cardiaco ed edema polmonare intelkiz

CLASS4 4 Cani gravemente sintomatici, con soffio cardiangrandimento
cardiaco ed edema polmonare alveolare

Tabella 3: Classificazione NYHA (New York Heart Associatianpdificata di
insufficienza cardiaca nei cani con malattia vadvelmitralica (Kvart C et al.,
2002; Haggstrom J et al., 2008).
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Raccolta dei campioni di sangue

In ambito di visita cardiologica specialistica ¢ftata presso 'OVUD viene di
routine prelevato un campione di sangue venosepggetti a digiuno da almeno
12 ore, e raccolto in una provetta contenente ERTéna provetta contenente
litio eparina come anticoagulanti. Sul campionesaingue vengono effettuati i
seguenti esami di laboratorio: esame emocromocittcoe con formula
leucocitaria, urea, creatinina, bilirubina total&PT, gamma-GT, fosfatasi
alcalina, proteine totali, albumine, globuline, pago albumine/globuline,
colesterolo, trigliceridi, sodio, potassio, clomapporto sodio/potassio, calcio,
fosforo.

Sui cani arruolati e che, come tali, dovevano prse valori agli esami sopra
elencati entro i range di normalita del laboratdligiferimento, successivamente
all'inclusione nello studio e comunque entro 72 dadla visita cardiologica
specialistica e dall'ottenimento del consenso mi@aio del proprietario, &€ stato
effettuato un ulteriore prelievo di sangue venoSmque millilitri sono stati
raccolti in una provetta da siero e tenuti a terajpea ambiente per 2 ore prima
della centrifugazione per 20 minuti a 1000 x gsidlro ottenuto e stato suddiviso

in due aliquote e conservato a -20°C fino al momeletl’analisi.

Misurazione delle citochine sieriche

Le concentrazioni sieriche delle citochine TNFe IL-6 sono state misurate
presso il Laboratorio di Immunologia della SeziaiePatologia Generale ed
Anatomia Patologica Veterinaria del Dipartimento @alute Animale
dell'Universita degli studi di Parma mediante esammunoenzimatico (ELISA)
utilizzando kit ELISA disponibili in commercio (Qotkine, R&D Systems,USA)
specifici per il cane e un lettore di piastre Victd420 (Perkin Elmer).Tutti i
campioni sono stati esaminati in duplicati. Le cartcazioni minime medie
rilevabili con i kit utilizzati erano 2.4 pg/mL @4,2 pg/ml) peril TNFx e 6.1
pg/mL (1.5-11.8 pg/ml) per IL-6.
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Analisi statistica

L’analisi statistica e stata effettuata utilizzando software per statistica
commerciale (R Development Core Team. R foundatfon Statistical
Computing, 2009). Valori di P<0,05 sono stati cdesati statisticamente
significativi. | risultati della statistica desdnta sono riportati come mediana e
range interquatrtile.

Il confronto tra i gruppi relativamente ai valoii @tochine e stato effettuato
utilizzando la regressione Tobit per dati censwgiatiutilizzando la classificazione
clinica in 5 livelli che collassando i malati in wmico livello (in modo da avere
una variabile dicotoma malato/sano) usando i lirditirilevabilita forniti dalla
ditta produttrice del kit cosi come quelli osserl# minime osservazioni non
nulle) e dicotomizzando a zero, nonché attraversaliss delle tabelle di
contingenza mediante test di Fisher ottenute dmamando le citochine sulla
base dei limiti di rilevabilita forniti e anche diwmizzando a 0: cioe soggetti con

misure 0 e soggetti con misure diverse da zero.

40



Risultati

Sono stati inclusi nello studio 33 cani, di cui &fetti da malattia valvolare
mitralica. Sei cani sani sono stati usati come rodlot (Classe 0). Dei 27 cani
affetti da MVM, 7 sono stati allocati alla classeBlalla classe 2, 9 alla classe 3 e
3 cani alla classe 4. Nella tabella 4 sono ripertatcaratteristiche segnaletiche,
cliniche, elettrocardiografiche e radiografiche cai inclusi. Nella tabella 5 sono
riportati i dati ecocardiografici dei cani inclusi.

Lo studio ha arruolato 12 femmine e 21 maschi, woeta mediana di 12 anni
(range interquartile IQR: 10-12) e peso corporediam di 11,5 kg (IQR 8,3 —
14,5).

Nella tabella 6 sono riportati i valori di IL-6 eNF-a rilevati nei cani dello
studio e nella tabella 7 sono riportate le statiti sommarie relative ai valori
sierici di IL-6 e TNFe nelle varie classi di insufficienza cardiaca.

Nelle figure 1 e 2 sono rappresentati i boxplot TNF-o e IL-6,

rispettivamente.
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Eta Episodi Tolleranza Episodi di Sforzo Dispnea Edema Aritmie FC
Nome NYHA Sesso (anni) kg BSA | sincopali esercizio Sensorio Appetito tachipnea respiratorio Tosse notturna BCS polmonare

Incrocio 1| FS 10 11 | 049 1 1 1 2 1 1 1 1 4 1 | NA 105
Incrocio 1| M 8 83 | 041 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 105
Incrocio 1| FS 12 14,2 0,59 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| AVCs 150
Incrocio 1| M 12 | 12,3 | 0,53 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 90
Incrocio 1| FS 9 7,25 0,37 1 1 1 2 1 1 2 1 3 1] NA 120
Incrocio 1| M 14 13 0,55 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| NA 120
Barbone 1| M 13 | 145 | 0,59 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 120
Incrocio 2 | MC 12 18,7 0,67 1 1 1 1 2 1 2 1 5 1| NA 90
Incrocio 2| M 9 18 | 0,69 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 150
Incrocio 2| M 8 71 | 037 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 90
Incrocio 2 [ M 12 5,45 0,31 1 1 1 2 1 1 2 2 2 1| AVCs 120
Incrocio 2| M 9| 175 | 074 1 1 1 2 1 1 2 2 3 1 | NA 120
Incrocio 2 | MC 12 15 0,61 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| NA 90
Incrocio 2 | FS 12 11,5 0,51 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| AVCs 90
Barbone 2 | FS 12 6,1 | 032 2 1 1 2 1 1 1 1 4 1 | NA 120
Incrocio 3 [ M 10 12,7 0,49 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| NA 150
Incrocio 3 | MC 9| 113 0,5 2 2 1 2 2 2 3 1 4 1 | NA 210
Incrocio 3 | FS 13 | 10,8 | 0,49 2 2 1 3 2 3 2 1 4 2 | VPCs 210
Yorkshire 3 [ M 10 54 0,31 2 2 1 3 2 2 1 1 3 2 | NA 165
Incrocio 3 | MC 12 86 | 042 1 2 2 2 2 1 3 2 3 2 | AVCs +VPCs 120
Incrocio 3 | FS 9 15,2 0,61 1 2 1 2 2 2 4 2 3 3 [ NA 150
Incrocio 3 | MC 10 13,1 0,56 1 2 1 2 1 1 3 2 2 2 | AVCs 170
Incrocio 3 | FS 12 17 | 0,66 2 2 1 1 2 1 3 2 4 2 | AVCs 120
Incrocio 3 [ M 13 9 0,42 1 2 1 1 3 2 4 2 4 2 | NA 180
Incrocio 4 | F 11 16 | 0,63 1 4 1 4 2 2 1 1 3 2 | FA 200
Incrocio 4| M 17 | 16,6 | 0,65 1 3 1 2 3 2 4 3 4 3 | AVCs 180
Incrocio 4 [ M 11 13 0,55 2 4 2 4 2 2 1 1 1 2 | FA 190
Westie 0| M 7 11 | 049 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 90
Cocker 0| FS 10 8 0,4 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| NA 120
Yorkshire 0 [ M 12 6,5 0,35 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| NA 120
Incrocio 0| FS 13 | 125 | 054 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 90
Incrocio 0| FS 10 9,7 0,45 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1| NA 105
Incrocio 0| M 14 83 | 041 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 | NA 90
Tabella 4 Segnalamento, punteggio dei sintomi clinici, degni radiografici e reperti elettrocardiografi@i c¢ani inclusi nello

studio. Legenda: F= femmina; FS= femmina sterilaz®= maschio; MC= maschio castrato; BSA=body acefarea; BCS=body
condition score; NA= non accertata, soggettotmaisinusale
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Nome NYHA Sesso Eta (anni) kg BSA DVSd DVSd Cornell DVSs DVSs Cornell AS/AO FA FE m-mode E/A Picco E PHT
Incrocio 1 FS 10 11 0,49 3,64 1,80 2,34 1,10 1,45 36 66 0,94 0,3 NO
Incrocio 1 M 8 8,3 0,41 3,1 1,66 1,51 0,78 1,34 51 84 0,99 0,76 S
Incrocio 1 FS 12 14,2 0,59 3,95 1,81 2,08 0,90 1,37 47 79 0,99 0,86 NO
Incrocio 1 M 12 12,3 0,53 3,85 1,84 2,34 1,06 1,07 39 70 0,82 0,2 NO
Incrocio 1 FS 9 7,25 0,37 2,37 1,32 1,16 0,62 1,35 30 59 1,44 0,82 NO
Incrocio 1 M 14 13 0,55 3,6 1,69 2,3 1,03 1,3 36 67 1,06 0,75 NO
Barbone 1 M 13 14,5 0,59 3,71 1,72 2,09 0,92 1,45 44 76 1,16 0,85 NO
Incrocio 2 MC 12 18,7 0,67 4,44 1,88 2,57 1,02 1,36 42 73 1,05 0,99 NO
Incrocio 2 M 9 18 0,69 5,16 2,20 2,84 1,14 1,73 45 76 1,28 1,33 NO
Incrocio 2 M 8 7,1 0,37 3,78 2,12 1,94 1,05 1,48 49 81 0,86 0,63 NO
Incrocio 2 M 12 5,45 0,31 3,62 2,19 1,87 1,10 1,33 48 81 1,26 0,83 NO
Incrocio 2 M 9 17,5 0,74 4,92 2,12 3,15 1,28 1,47 36 65 0,97 1,01 NO
Incrocio 2 MC 12 15 0,61 4,44 2,00 2,4 1,02 1,91 46 77 1,47 0,78 NO
Incrocio 2 FS 12 11,5 0,51 4,36 2,13 2,12 0,98 1,36 51 83 1,29 0,94 NO
Barbone 2 FS 12 6,1 0,32 3,42 2,01 1,73 0,98 1,38 50 82 0,93 0,7 NO
Incrocio 3 M 10 12,7 0,49 4,75 2,25 2,45 1,10 2,2 48 80 2,1 1,22 S|
Incrocio 3 MC 9 11,3 0,5 4,68 2,29 2,32 1,08 2,83 50 82 1,27 1,49 S
Incrocio 3 FS 13 10,8 0,49 3,67 1,82 1,87 0,88 2,35 49 81 1,71 1,18 S

Yorkshire 3 M 10 54 0,31 3,87 2,36 2,24 1,32 1,89 42 74 1,7 1,14 S|
Incrocio 3 MC 12 8,6 0,42 4,46 2,37 2,63 1,34 2,09 41 72 1,42 1,11 NO
Incrocio 3 FS 9 15,2 0,61 5,12 2,30 2,8 1,19 1,72 45 76 1,19 1,36 NO
Incrocio 3 MC 10 13,1 0,56 5,71 2,68 34 1,51 2,52 40 70 2,24 1,61 S|
Incrocio 3 FS 12 17 0,66 4,75 2,07 2,44 1,00 2,02 49 80 1,44 1,76 NO
Incrocio 3 M 13 9 0,42 4,61 2,46 2,59 1,32 2,17 44 75 1,45 1,1 No
Incrocio 4 F 11 16 0,63 4,56 2,02 2,64 1,10 2,39 42 73 NA 1,36 Si
Incrocio 4 M 17 16,6 0,65 4,44 1,94 2,53 1,04 1,93 43 74 2 1,3 S
Incrocio 4 M 11 13 0,55 5,55 2,6 3,29 1,47 2,37 41 71 NA 1,86 S|

Westie 0 M 7 11 0,49 3,42 1,69 1,84 0,86 1,12 46 79 0,94 0,65 NO

Cocker 0 FS 10 8 0,4 2,38 1,29 1,8 0,94 1,28 51 24 0,92 0,59 NO

Yorkshire 0 M 12 6,5 0,35 2,81 1,62 1,3 0,72 1,54 54 86 0,74 0,52 NO
Incrocio 0 FS 13 12,5 0,54 3,6 1,71 2,3 1,04 1,3 36 67 1,06 0,75 NO
Incrocio 0 FS 10 9,7 0,45 2,34 1,20 1,58 0,77 1,24 32 63 0,88 0,58 NO
Incrocio 0 M 14 8,3 0,41 2,78 1,49 1,9 0,98 1,08 32 62 2,05 0,85 NO

Tabella 5: Segnalamento e dati ecocardiografici dei canusiahello studio. Legenda: F= femmina; FS= femnstailizzata; M=
maschio; MC= maschio castrato; BSA=body surface;aBCS=body condition score; DVSd= diametro veolto sinistro in
diastole; DVSs=diametro ventricolo sinistro in gief EDVI= indice di volume telediastolico; ESVI=ive di volume sistolic;
FA=frazione di accorciamento; FE=frazione di ei@eepPHT=ipertensione polmonare; NA= non accertata
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Nome NYHA Sesso (:]t?i) kg BSA IL-6 Ta'l\g
Incrocio 1 FS 10 11 0,49 21,56 0
Incrocio 1 M 8 8,3 0,41 9,88 0
Incrocio 1 FS 12 14,2 0,59 28,05 4,6
Incrocio 1 M 12 12,3 0,53 0 0
Incrocio 1 FS 9 7,25 0,37 0 1,39
Incrocio 1 M 14 13 0,55 22,46 17,48
Barbone 1 13 14,5 0,59 0 1,75
Incrocio 2 MC 12 18,7 0,67 0 0
Incrocio 2 M 9 18 0,69 0 0
Incrocio 2 8 7,1 0,37 12,33 0
Incrocio 2 M 12 5,45 0,31 31,9 0,2
Incrocio 2 9 17,5 0,74 0 0
Incrocio 2 MC 12 15 0,61 0 3,29
Incrocio 2 FS 12 11,5 0,51 0 0,73
Barbone 2 FS 12 6,1 0,32 0 0
Incrocio 3 M 10 12,7 0,49 0 0
Incrocio 3 MC 9 11,3 0,5 0 0
Incrocio 3 FS 13 10,8 0,49 0 0

Yorkshire 3 M 10 54 0,31 0 0
Incrocio 3 MC 12 8,6 0,42 0 2,2
Incrocio 3 FS 9 15,2 0,61 0 0
Incrocio 3 MC 10 13,1 0,56 48,84 0
Incrocio 3 FS 12 17 0,66 372,29 0
Incrocio 3 M 13 9 0,42 0 1,98
Incrocio 4 F 11 16 0,63 0 0,03
Incrocio 4 M 17 16,6 0,65 0 13,54
Incrocio 4 M 11 13 0,55 0 0,71
Westie 0 M 7 11 0,49 0 0,25
Cocker 0 FS 10 8 0,4 0 0

Yorkshire 0 M 12 6,5 0,35 0 0
Incrocio 0 FS 13 12,5 0,54 0 0
Incrocio 0 FS 10 9,7 0,45 0 0
Incrocio 0 M 14 8,3 0,41 0 0

Tabella 6: Valori delle citochine sieriche misurate con kitl§A
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Limite % sopr a al % di Minimo

classe | n di limite valori valore Minimo |25%le |Mediana |75%le | Massimo

rilevabilita di rilevabilita nulli non nullo
0 6 6.1 0.00 0.00] 0.00 0.00| 0.00 0.00; 0.00 6.00
1 7 6.1 55.56 55.56 9.88 0.00| 0.00 9.88| 21.56 28.05
2 8 6.1 16.67 16.67 31.90 0.00| 0.00 0.00; 0.00 31.90
3 9 6.1 22.22 22.22 48.84 0.00| 0.00 0.00; 0.00 372.29
4 3 6.1 0.00 0.00] 0.00 0.00| 0.00 0.00; 0.00 3.00
Tutte | 33 6.1 24.24 24.24 9.88 0.00| 0.00 0.00; 0.00 372.29
IL-6

Limite % sopra al % di Minimo

classe | n di limite valori valore Minimo |25%le |Mediana |75%le | Massimo

rilevabilita di rilevabilita nulli non nullo
0 6 2.4 0.00 16.67, 0.25] 0.00| 0.00 0.00; 0.00 0.25
1 7 2.4 22.22 44.44 1.39 0.00| 0.00 0.00] 1.75 17.48
2 8 2.4 16.67 50.00 0.20] 0.00| 0.00 0.10| 0.60 3.29
3 9 2.4 0.00 22.22 1.98 0.00| 0.00 0.00; 0.00 2.20
4 3 2.4 33.33 100.00 0.03] 0.03] 0.37 0.71 7.12 13.54
Tutte | 33 2.4 12.12 39.39 0.03] 0.00| 0.00 0.00; 0.73 17.48
TNF-alfa

Tabella 7: statistiche sommarie relative ai valori siericilldi6 e TNF-alfa nelle

varie classi di insufficienza cardiaca

TNFa

L | — |

classe

Figura 1: Il Boxplot mostra i valori di mediana e interquiartdi TNF-alfa per
ciascuna classe di insufficienza cardiaca. Non sstabe rilevate differenze
statisticamente significative tra le classi (p>(.05
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IL6

Figura 2: Il Boxplot mostra i valori di mediana e interquiart di IL-6 per
ciascuna classe di insufficienza cardiaca. Non sstate rilevate differenze
statisticamente significative tra le classi (p>0.05

L’analisi tabellare (dicotomizzando in positivo-agigo sia al limite di
rilevabilita dichiarato che a quello empirico) eetla “tobit” (per dati censurati)
non hanno permesso di evidenziare differenze statisente significative
(p>0.05) fra le varie classi di gravita sia per@lche per TNFt. Non é stato
possibile dal punto di vista statistico effettuatadi di associazione tra livelli
sierici di IL-6 e TNFe e parametri ecocardiografici di funzione sisilie
rimodellamento cardiaco a causa del limite di alelita del test e la ridotta

dimensione campionaria.
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Discussione

Lo studio effettuato non ha permesso di evidenzidferenze significative tra
cani sani e cani affetti da malattia valvolare alita cronica e tra le varie classi
di insufficienza cardiaca nei livelli circolanti ¢li-6 e TNF-o misurati mediante
ELISA. Questo risultato € in contrasto con quanigortato nelluomo. In
particolare, diversi studi hanno dimostrato cheelli circolanti di TNFo ed IL-6
sono elevati in corso di insufficienza cardiacanara, sono correlati alla gravita
della malattia e alla classe NYHA di insufficienzardiaca, sono correlati con la
prognosi e la sopravvivenza e possono essere ratilifdalla terapia per
insufficienza cardiaca (Levine et al, 1990; Stekei et al, 1999; Kapadia et al.,
2000; Rauchhaus M et al., 2000; Deswal et al, 2@aklek et al., 2001; Ohtsuka
et al, 2001; Kell et al., 2002; Dunlay et al., 20B8zkurt et al., 2010).

Molti di questi studi sono stati condotti su patiaffetti da cardiomiopatia
dilatativa o cardiopatia ischemica e la diversaursatdella patologia cardiaca
potrebbe giustificare la discrepanza nei risultdiifferenze nelle concentrazioni
sieriche di citochine in relazione alla causa diufificienza cardiaca sono state
dimostrate nel ratto e nelluomo (Vistnes et all@0Yamahoka-Tojo et al.,
2002). In effetti, si ritiene che la malattia coaoica e la cardiomiopatia dilatativa
nell’'uomo abbiano un’origine inflammatoria (Fairvleer & Rose, 2005; Hansson
et al., 2006; Hedayat et al, 2010). Al contrareomalattia valvolare mitralica del
cane € considerata non infettiva e non inflammatoin quanto cellule
inflammatorie risultano assenti al’esame istologaella valvole patologiche e
del miocardio (Buchanan, 1977; Abbott, 2008; Oleeal., 2010).

Tuttavia, uno studio condotto nel 2000 in pazieothani affetti da
insufficienza mitralica utilizzando un kit analogoquello utilizzato in questo
studio, ma specifico per 'uomo, ha dimostrato c¢hievelli di TNF-o erano
significativamente piu elevati nei pazienti conuffi€ienza mitralica rispetto ai
controlli e che i livelli di TNFe aumentavano con la classe funzionale di
insufficienza cardiaca (Kapadia et al., 2000).

Uno studio successivo condotto su pazienti affddtiinsufficienza mitralica

cronica prima della riparazione chirurgica ha emiato livelli significativamente
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piu elevati ai test ELISA di TNle-ed IL-6 rispetto ai controlli e un aumento dei
livelli delle citochine al peggiorare della clasgmzionale NYHA. In questo
studio e stata osservata anche correlazione treeliildi TNF-o e pressione
polmonare, volume telediastolico e volume sistoligb ventricolo sinistro (Oral
et al., 2003). Nessuna correlazione e stata dimtastra livelli di IL-6 e pressione
polmonare e volumi vetricolari (Oral et al, 2003).

Queste differenze nei risultati possono corrispom@ediversita di specie nella
patogenesi della malattia valvolare mitralica ore wifferenza tra espressione
genica periferica ed espressione genica a livellcacdiomiociti delle citochine:
alcuni studi hanno infatti dimostrato una sovraessgione di queste citochine a
livello di cardiomiociti nel’'uomo, nel gatto e nedne (Kapadia et al., 1997; Qing
et al., 2003; Paslawska et al., 2006)

| risultati del presente studio concordano inveae icpochi studi condotti nel
cane. Recchia et al, (2000) non hanno evidenziateeato delle concentrazioni
sieriche di TNFe e IL-6 in cani con insufficienza cardiaca indotteediante
pacing. Zois et al, 2011 hanno recentemente puwibliano studio in cui sono
state valutate le concentrazioni sieriche di vamt®chine utilizzando un kit
ELISA del commercio differente da quello utilizzandel presente studio: non é
stato possibile effettuare alcuna valutazione iseili sierici di IL-6 e TNF« in
quanto la prima non era quantificabile in oltre78% dei soggetti inclusi e |l
secondo non e stato quantificato in alcun soggettaso nello studio.

Il limite di rilevabilitd del kit impiegato ha rapgsentato un problema anche
nell'interpretazione dei risultati del presentedstu TNF-o non era quantificabile
nel 60% dei cani inclusi e IL-6 nel 75% dei canclusi. Questo pud essere
attribuito alle concentrazioni circolanti molto basdi queste due citochine, ma
rappresenta un importante fattore limitante ndlrpretazione dei risultati a cui si
e cercato di ovviare con un’analisi statistica appata.

Un altro limite dello studio e rappresentato damewo ridotto di animali
arruolati. Occorre pero notare che i criteri dilistone erano molto rigidi al fine
di eliminare, o ridurre al minimo, la presenza alitdri in grado di influenzare i

risultati. Le citochine sono proteine a basso pestecolare secrete dalle cellule
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in risposta a vari stimoli, con funzione di medratdi reazioni immunitarie e
inflammatorie: in particolare IL-6 e TN&-sono annoverate tra le citochine
proinflammatorie e possono essere coinvolte in eplilti processi biologici. Un
aumento dei loro livelli accompagna molti processoplastici, patologie renali ed
epatiche croniche e diverse condizioni inflammat@iautoimmunitarie (Damas
et al., 1997; Dinarello, 1997; Carrero et al., 2086@ystone & Ware, 2010;
Hamilton et al., 2011; Grivennikov et al., 2011;hdra et al., 2012; Solis-Herruzo
et al., 2011). Seguendo i criteri di inclusionepdgienti in vari studi dello stesso
tipo in campo umano, si e deciso di escludere dailldio i cani affetti da malattia
degenerativa mitralica e concomitanti segni clinieé/o alterazioni
ematologiche/biochimiche compatibili con patologepato-renali, malattie
inflammatorie, infettive o neoplastiche (Aukrustadt, 1998; Dibbs et al., 1999;
Kell et al., 2002).

E’ stato inoltre osservato in diversi studi condoil’'uomo che la terapia
medica e chirurgica modificano i livelli circolardi citochine, da cui la scelta di
non arruolare soggetti gia in terapia cardiolodi8tenvinkel et al., 1999; Gurlek
et al., 2001; Ohtsuka et al., 2001).

Nonostante queste limitazioni, il mancato rilievoddferenze statisticamente
significative tra i gruppi, e la presenza di unarcata variabilita tra individui
nell’ambito dei diversi gruppi, € possibile sott@are alcuni aspetti:

« TNF-a e IL-6 sono state quantificate con frequenza nwaggnei cani
affetti da malattia valvolare mitralica che nei icdncontrollo (TNF«:
44,4 VS 16,6%, rispettivamente; IL-6: 29,6 vs O¥pettivamente);

« Livelli relativamente piu elevatl di IL-6 sono stasservati in classe 1;

« Livelli relativamente piu elevati di TNE-nelle classi piu avanzate, in
particolare in classe 2 e 4.

Sebbene i risultati del presente studio non supmogienamente un ruolo di
TNF-a e IL-6 nella patogenesi dell'insufficienza cardiamonseguente a malattia
valvolare mitralica, suggeriscono comunque la prege di uno stato
inflammatorio nei cani con malattia valvolare miita, almeno in una parte di

questi o probabilmente di entita diversa. Pertantoyuolo di queste citochine
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nella patogenesi della malattia valvolare mitrafica pud essere completamente
escluso.

Le piccole differenze nei livelli delle citochinéraolanti tra le diverse classi
possono essere solo frutto del caso, stante il mumgotto di cani per classe,
tuttavia il riscontro di livelli relativamente pielevati di TNFe in classe 2 puo
essere correlato all'inizio dei processi di rimdaelento cardiaco e in classe 4
puo essere interpretato anche in relazione allitaplone del TNFe nella
cachessia cardiaca. TNFha effetti su proteolisi, altera il metabolismoi de
lipidi, determina atrofia muscolare con perditgpdso (Sharma &Anker, 2002).

La produzione di TNFe e stimolata dal sovraccarico volumetrico e dallo
stiramento miocardio ed a sua volta il TMFeontribuisce al deterioramento
della funzione cardiaca esercitando un effettoropt negativo ed alterando la
sensibilita dei recettori adrenergici attraversduirione del sistema dell’ossido
nitrico sintetasi (Kapadia et al, 1997; Deswal t2801; Oikonomou et al,
2011). Inoltre, provoca dilatazione ventricolaredunendo apoptosi dei
cardiomiociti e variazione nella composizione dellagene anche attraverso
I'attivazione delle metalloproteinasi di matrice picate nella patogenesi del
rimodellamento nel’'uomo e nel cane (Spinale et2000; 2002; Haudek et al.,
2007).

Il riscontro di livelli relativamente piu elevati t.-6 nella classe 1 non trova
riscontro nella bibliografia disponibile e non éegabile se non per effetto della
variabilita individuale, della ridotta dimensionanepionaria e del caso.
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Conclusioni

L’attivazione immuno-inflammatoria svolge un rudlmportante in corso di
insufficienza cardiaca cronica nelluomo. In questadio, i livelli circolanti di
TNF-oo e IL-6 misurati mediante la tecnica ELISA non somisultati
statisticamente correlati con la gravita dell’irfstiénza cardiaca contrariamente a
quanto osservato nelluomo. Tuttavia, TNFed IL-6 sono rilevabili con
maggiore frequenza nei cani affetti da malattiavelare mitralica che nei
controlli. Questi dati suggeriscono uno stato mifaatorio nei cani con malattia
valvolare mitralica, sebbene con una certa vaitabihdividuale e, pertanto, un
ruolo delle citochine nella patogenesi della meatalvolare mitralica non puo

essere completamente escluso.
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STUDIO 2

Obiettivo di questo studio e stato valutare il patale ruolo di IL-1, IL-6, IL-
8, TGF$ e TNF«a nella patogenesi dell'insufficienza cardiaca cgosate a
malattia valvolare mitralica mediante:

* Misurazione dell’espressione genica di l-1L-1p, IL-6, IL-8, TGF$ e
TNF-a nelle cellule mononucleate di pazienti sani ettffda patologia
mitralica mediante RT-PCR;

» Valutazione dell’esistenza di associazioni travelli circolanti di tali
citochine e parametri ecocardiografici di funziorentricolare sinistra e

rimodellamento cardiaco.

MATERIALI E METODI

Animali

Cani di proprieta sottoposti a visita cardiologspeecialistica presso I'Ospedale
Veterinario Universitario Didattico (OVUD) del Diganento di Salute Animale
dell'Universita degli studi di Parma nel periodangaio 2009 — luglio 2010 sono
stati arruolati in modo prospettico nello studiee\po consenso informato del
proprietario. Le visite cardiologiche specialisgckffettuate presso la suddetta
struttura universitaria includono la raccolta delhmnesi remota e recente, il
segnalamento, I'esecuzione di un elettrocardiogranmrb-derivazioni (standard
e unipolari toraciche), del’esame radiografico telce in due proiezioni (latero-
laterale destra e dorso-ventrale), dell’esame edaggrafico ed ecoDoppler ed il
prelievo di un campione di sangue venoso per edalaboratorio.

| soggetti arruolati dovevano soddisfare i segueniteri di inclusione:

» Visita cardiologia specialistica effettuata dallesso medico veterinario

(AM);
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Esame radiografico effettuato presso I'Unita Opeaatli Diagnostica per
Immagini del’OVUD dell'Universita degli studi did®ma,;

Cani di razza e incroci;

Cani di entrambi i sessi;

Eta> 5 anni;

Peso compreso tra 5 e 20 kg;

Soggetti esenti da cardiopatie congenite 0 acguiditerse da malattia
valvolare mitralica cronica (MVMC);

Soggetti con anamnesi muta per malattie infettiveeoplasie in atto o
recenti (meno di 1 anno), malattie inflammatorieniche, insufficienza
renale acuta e cronica, patologie del tessuto ¢twogefebbre;

Soggetti con pressione arteriosa sistolica sis@miisurata con
flussimetria Doppler < 160 mmHg;

Soggetti con valori emato-chimici nel range di nalita del laboratorio
utilizzato (Laboratorio di ematologia e biochimicinica della Sezione di
Clinica Medica del Dipartimento di Salute AnimalelltUniversita degli
studi di Parma);

Soggetti non in terapia cardiologica al momentdidelusione.

Cani che soddisfacevano i suddetti criteri, maltasuesenti da MVMC,

sottoposti a visita cardiologica specialistica prwa in quanto a rischio di

sviluppare malattia valvolare mitralica o in amhbiliovisita preanestesiologica in

soggetti da sottoporre a ovarioisterectomia 0 aagtne non terapeutiche, sono

stati arruolati come controlli.

Raccolta dei dati clinici e classificazione dei can

| cani arruolati sono stati allocati a diverse sidsinzionali di insufficienza

cardiaca sulla base dei rilievi clinici, radiogafied ecocardiografici.
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Sintomi e segni clinici

Sono stati valutati tolleranza all’esercizio fisicsiato del sensorio, appetito,
tosse, tachipnea, sforzo respiratorio, dispneaun@t sincopi e body condition
score (BCS). A queste variabili & stato attribuito punteggio secondo quanto
riportato nella tabella 1. | cani inclusi, per esseonsiderati asintomatici,
dovevano presentare punteggio 1 nei parametri p@)cgtato del sensorio,
tachipnea, dispnea, sforzo respiratorio; puntedgm 2 nei parametri tolleranza

all'esercizio fisico, appetito, tosse; punteggid per il BCS.

Esame radiografico
E’ stata valutata e caratterizzata con punteggicol la presenza di edema

polmonare (tabella 2).

Esame elettrocardiografico

L’esame elettrocardiografico e stato effettuatbaz@ndo un elettrocardiografo
Cardioline plus a tre canali, su soggetto contemutdecubito laterale destro e
sono stati annotati per ciascun cane la frequeardiaca, il ritmo di base e le

eventuali aritmie presenti.

Esame ecocardiografico

L’esame ecocardiografico é stato effettuato su stiggon sedati, contenuti in
decubito laterale destro e sinistro su appositooltavper ecocardiografia,
utilizzando un apparecchio Megas CPV (Esaote Bieragdmontante sonde
elettroniche phased-array con frequenze variakili2cb a 7,5 MHz a seconda
della taglia dell’'animale e del tipo di valutazioe@cardiografica da effettuare.

L’esame ecocardiografico e stato eseguito per naastoracica secondo gli
standard utilizzando proiezioni parasternali dessmistre e la proiezione
retrosternale (Thomas et al., 1993). In particolpez gli obiettivi di questo studio
la valutazione ecocardiografica ha incluso:

Proiezione parasternale destra asse corto:
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* M-mode del ventricolo sinistro;
» Diametro aorta e diametro atrio sinistro con ratigo sinistro/aorta aorta
(Haggstrom et al., 1994);

* Doppler del flusso polmonare.

Proiezione parasternale destra asse lungo 4-camere:

* Valutazione morfologica dell'apparato valvolare nalico.

Proiezione parasternale sinistra apicale 4-camere:

* Valutazione morfologica dell'apparato valvolare malico e tricuspidale;

» Color mapping dell’eventuale rigurgito mitralico;

» Doppler continuo del rigurgito mitralico;

* Flusso diastolico transmitralico.

Proiezione parasternale sinistra craniale asse ottitnizzata per la valvola
tricuspide:

» Valutazione morfologica dell’'apparato tricuspidale;

» Doppler continuo dell’eventuale rigurgito tricusaie.

Proiezione retrosternale:

* Doppler del flusso aortico.

Ai fini della successiva allocazione dei cani irstlanello studio alle diverse
classi funzionali di insufficienza cardiaca e deldutazione statistica sono stati
in particolare estrapolati parametri ecocardiogratollegati alla funzione
ventricolare sinistra, al rimodellamento cardiacall gravita della malattia
valvolare mitralica:

* Rapporto atrio sinistra/aorta;

» Rapporto E/A e velocita di picco onda E del flussmsmitralico;

» Diametro del ventricolo sinistro in telediastolparametri correlati:

o Valore normalizzato secondo Cornell (VDd/peso coept®
(Cornell et al., 2004);

» Diametro del ventricolo sinistro in sistole e paedrmcorrelati:
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o Valore normalizzato secondo Cornell (VDs/peso crego™)
(Cornell et al., 2004);
* Frazione di accorciamento;
» Frazione di eiezione;
* Presenza o assenza di ipertensione polmonarebsdéadella velocita del
rigurgito tricuspidale (normale se2,8 m/sec) (Schober & Baade, 2006;
Johnson, 2006; Kullum & Stepien, 2007).

Classificazione dei cani

E’ stata utilizzata la classificazione indicatal@¢inee guida per la diagnosi e
il trattamento della malattia valvolare cronica dahe dellACVIM Consensus
Statement (tabella 8) (Atkins et al., 2009). | caono stati allocati alle diverse
classi sulla base dei sintomi, del quadro radiagpafe dei parametri

ecocardiografici.

SANI Cani clinicamente sani, senza soffio cardiaco e esame
ecocardiografico nella norma

CLASSE B1 | Cani asintomatici, con soffio cardiaco, con anomalrutturali
indicative della presenza di malattia ed insuffizi@ mitralica
emodinamicamente insignificante (no segni di rinllagdeento
cardiaco, ovvero di ingrandimento delle camereiaahe)

CLASSE B2 | Cani asintomatici, con soffio cardiaco, con anoealirutturali
indicative della presenza di malattia ed insuffizi@ mitralica
emodinamicamente significativa (segni di rimodeksno
cardiaco, ovvero di ingrandimento delle camereiaahe)

CLASSE C Cani con soffio cardiaco, anomalie strutturali et@mi e segn
clinici di insufficienza cardiaca

Tabella 8: Classificazione ACVIM di insufficienza cardiaca r@ini con malattia
valvolare mitralica (Atkins et al., 2009).

Raccolta dei campioni da sangue
In ambito di visita cardiologica specialistica dftata presso 'OVUD viene di

routine prelevato un campione di sangue venosepggetti a digiuno da almeno
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12 ore, e raccolto in una provetta contenente E@Téna provetta contenente
litio eparina come anticoagulanti. Sul campionesaingue vengono effettuati i
seguenti esami di laboratorio: esame emocromociticoe con formula
leucocitaria, urea, creatinina, bilirubina total&PT, gamma-GT, fosfatasi
alcalina, proteine totali, albumine, globuline, papo albumine/globuline,
colesterolo, trigliceridi, sodio, potassio, clomapporto sodio/potassio, calcio,
fosforo.

Sui cani arruolati e che, come tali, dovevano prese valori agli esami sopra
elencati entro i range di normalita del laboratdliciferimento, successivamente
all'inclusione nello studio e comunque entro 72 dadla visita cardiologica
specialistica e dall'ottenimento del consenso miaio del proprietario, &€ stato

effettuato un ulteriore prelievo di 3 ml di sangue:0so0.

Isolamento delle PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells)

Il prelievo di sangue, effettuato dalla vena giagele raccolto in provetta con
litio-eparina, € stato utilizzato per lisolamentielle cellule mononucleate
(PBMC: linfociti e monociti) mediante I'utilizzo dHistopaqu&-1077 (Sigma).
Histopaqu&-1077¢& una soluzione a base di polisaccarosio (5.7%atezabato di
sodio (9.0%) corretti ad una densita di 1.077+0.906%l che assicura un rapido
recupero delle cellule mononucleate vitali anchediatti volumi di sangue.

Un volume di sangue in anticoagulante viene sicatib su un uguale volume
di soluzione Histopaqu&-1077 e sottoposto a centrifugazione; grazie alla
formazione di un gradiente di densita si ottiena separazione delle componenti
cellulari e acellulari contenute nel sangue. Intipalare il polisaccarosio
favorisce l'aggregazione di eritrociti e granulocée la loro successiva
sedimentazione rapida. | linfociti ed i monociti neo invece trattenuti
all'interfaccia tra la soluzionklistopaqu&-1077ed il plasma a formare un anello

opalescente di celluldyffy coa} (Figura 3).
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PLASMA e PIASTRINE
BUFFY COAT

HISTOPAQUE-1077

GRANULOCITI
ERITROCITI

Figura 3: Fasi derivanti dalla separazione mediante centifigne in gradiente
di densita (soluzionélistopaqué&-1077 di un campione di sangue periferico. E
evidenziato I'anello opalescente costituito dakiude mononucleate periferiche

(buffy coal.

Due ml di sangue di ciascun animale sono statidjstratificati su un ugual
volume di Hstopaqué-1077 (a temperatura ambiente). | campioni sono
sottoposti a centrifugazione a 420xg (1800 rpm)3&eminuti al fine di ottenere
la separazione delle tre fasi.

Al termine della centrifugazione, le cellule monolaate buffy coa} presenti
all'interfaccia tra la fase di plasma e di solusddistopaqué&-1077 vengono
prelevate mediante aspirazione con pipetta Pasteuile e trasferite in una
provetta sterile.

Vengono quindi effettuati 2 lavaggi con 7/8 mlpghosphate buffer solution

(PBS) sterile per diluire ed eliminare dai PBMC icasolati la soluzione
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Histopaqué-1077,il plasma ed eventuali detriti prelevati, centriéinglo a 320xg
(1600 rpm) per 5 minuti. Al termine della secondantdfugazione i PBMC
vengono congelati in terreno RPMI-1640 [L-glutamaniB0 uM, penicillina 1
U/ml, streptomicina 1 pg/ml (Analitica de Mori),rfgizone 2.5 pg/ml (Sigma),
amminoacidi non essenziali 1x (Euroclonef-Bercaptoetanolo 50M (Gibco)]

addizionato di 50% FCS e 10% DMSO e conservati0dG&8lopo congelamento

lento in isopropanolo (Mr. FrostyNunc).

Estrazione di RNA

L'estrazione dellRNA totale dai PBMC e condottalimzando il kit TRI-
Reagent® (Ambion) (Iml di TRI-Reagent/1@ells) che combina fenolo e
guanidina tiocianato in una soluzione monobasica cipidamente inibisce
I'attivita delle RNasi.

| PBMC sono stati scongelati e centrifugati pera81800rpm, dopo aver
eliminato il medium al pellet di cellule & statayagto 1 ml di TRI-Reagent.
Dopo aver risospeso le cellule varie volte, @i ottenuto e stato incubato per 5
minuti a temperatura ambiente. Sono stati quindiwagi 10Qul di 1-Bromo 3-
Cloro propano (BCP), 'omogenato € stato agitatgorosamente ed e stato
lasciato a temperatura ambiente per 12 minuti.

Successivamente € stato centrifugato a 12000 xrdlpeminuti a 4°C. Al
termine della centrifugazione € possibile osservala provetta tre fasi ben
distinte: una fase superiore acquosa incolore cente I'RNA, linterfase
biancastra dove rimane il DNA, e una fase inferiorganica di colore rosso
contenente proteine, polisaccaridi, acidi grasketeiti cellulari.

La fase incolore e stata trasferita in un’altravetta a cui sono stati aggiunti
500 pl di isopropanolo; dopo averli vortexati ed incubaer 8 minuti a
temperatura ambiente i campioni sono stati cemgjaifiua 12000 x g a 4°C per 8
minuti.

Al termine della centrifugazione e stato elimindtsurnatante e al pellet &
stato aggiunto 1 ml di etanolo freddo 75%. Dopdrifigazione a 7500 x g a 4°C
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per 5 minuti le provette sono state poste in gliga@estato eliminato il surnatante
e il pellet e stato lasciato asciugare per 5-1Qutnin

L’'RNA e stato quindi risospeso in un’appropriataantita di acqua DEPC
(DiEtilPiroCarbonato) e la sua concentrazione éasiguantificata mediante
spettrofotometro (GENEQUANT pro®, Amersham PharmadiK), tramite il
quale é stato valutato anche il rapporto di assmdaa 260/280 nm. Per il

dosaggio qul di campione sono stati diluiti in 68 di acqua DEPC.

Retrotrascrizione del’RNA

La retrotrascrizione del’mRNA in cDNA é stata dfteta utilizzando il kit
High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied Biostem). Un’aliquota pari
ad lug di RNA totale e stata risospesa in acqua DEPCupeotale di 16ul; a
questi soon stati aggiunti 4 della Master Mix (contenente I'enzima trascrittas
inversa) e la miscela e stata sottoposta alla ségusequenza di fasi in un
termociclatore: 5 minuti a 25°C per permettere p@amento dei primers con le
sequenze complementari presenti sullmRNA (anngaliB0 minuti a 42°C per
favorire la reazione di polimerizzazione condot@lal trascrittasi inversa, 5
minuti a 85°C per ottenere la denaturazione delllea e la terminazione del

ciclo di retrotrascrizione. Il campione e stato ponservato a -20°C.

Reazione a catena della polimerasi (PCR)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) & una tecnieaieime usata vitro per
produrre grandi quantita di una determinata secuen®NA a doppio filamento.
Essa sfrutta alcune peculiarita del meccanismo utilichzione del DNA, in
particolare la capacita della DNA polimerasi dinesan DNA a filamento singolo
come stampo per la sintesi di un nuovo filamentmmlementare. La PCR €& una
tecnica analitica di tipo qualitativo e semi-qutativo.

E’ stata preparata una miscela contenentgl 2lel cDNA ottenuto, Taq
Polymerase buffer (Fermentas), MgQQ mM (Fermentas), dNTPs 0,2 mM
(Invitrogen), primers 24M (Fig 7), 0,05Ufl di Taq Polymerase (Fermentas) ed
H,O DEPC fino ad un volume finale di 2&
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Per 'amplificazione di tutti i geni presi in esama miscela di reazione e stata
sottoposta a 94°C per 3’ prima di iniziare i cidiiamplificazione (Figura 5) e
dopo ad una fase finale di estensione a 72°C get tieli di amplificazione per
TNF-a, IL-1a, IL1p e IL-8 sono stati condotti a 94°C per 1, 50°€ f’ e 72°C
per 1’; per il TGFB sono stati condotti 94°C per 1’, 60°C per 2’ e@3Fer 1’;
per IL-6 e GAPDH sono stati condotti 94°C per30;C per 1’30 e 72°C per
2",
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IL-1a S: 5-TTGGAAGACCTGAAGAACTGTTAC-3' 545 bp
A:5-GTTTTTGAGATTCTTAGAGTCAC -3’

IL1B S: 5-CACAGTTCTCTGGTAGATGAGG -3’ 262 bp
A: 5-TGGCTTATGTCCTGTAACTTGC -3

IL-6 S: 5-CTATGAACTCCCTCTCCACAA -3 711 bp
A: 5-TGCCCAGTGGACAGGTTTCT -3’

IL-8 S: 5-AGGGATCCTGTGTAAACATGACTTCC -3 330 bp
A: 5-GGAATTCACGGATCTTGTTTCTC -3

TGF-p A:5-TTCCTGCTCCTCATGGCCAC -3’ 393bp
A: 5-GCAGGAGCGCACGATCATGT -3

TNF-a S:5-CTCTTCTGCCTGCTGCAC -3’ 288 bp
A: 5-GCCCTTGAAGAGGACCTG -3

GAPDH S: 5-CCTTCATTGACCTCAACTACAT -3’ 400 bp
A: 5- CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3

Figura 5: Primers utilizzati (Hegemann N., 2003) nella reae di PCR

con rispettive T di annealing e lunghezze dell’angsie ottenuto.
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Rivelazione dei prodotti di PCR: elettroforesi di DNA su gel di agarosio

Per la rivelazione degli amplificati, 1@ di ciascun campione ottenuto come
precedentemente descritto, sono stati sottopostiedttoforesi su gel di agarosio
al 2% in tampone TBE 1X contenente Sybr Green {logen); per avere
I'indicazione dei pesi molecolari degli amplicoguindi per verificare la corretta
riuscita della reazione di PCR, sono stati cari@atil di Tracklt DNA ladder
100bp (Invitrogen) come standard. La corsa e stf¢dtuata in tampone TBE 1X
per 3h a 30-50V ed i prodotti di PCR sono stati&lizzati mediante l'utilizzo di
un transilluminatore a raggi UV e fotografati (Figuw). La densita di ciascuna
banda é stata quantificata eseguendo una anatisitdeetrica con il programma
Scion Image (Scion Capture Driver 1.2 for Image-Ptos, Scion Corp., MA,
USA). Il livello di espressione di ciascuna citathié stato normalizzato con |l
corrispondente valore di GAPDH ed i risultatheaespressi in unita arbitrarie
relative (RAU).
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600
s 545 bp IL10.
400

300

-262bp IL-1p
200
800

700
800

-711bp IL6

400

300 -330bp IL8

500
400

300

-393bp TGF-B

300
-288 bp TNF-t

200
500
400

=400 bp GAPDH

300

Figura 6: Prodotti di PCR delle citochine.

La misurazione dell’espressione genica delle citexlsu sangue periferico é
stata effettuata presso il Laboratorio di Immund@odella Sezione di Patologia
Generale ed Anatomia Patologica Veterinaria debBimento di Salute Animale

dell’'Universita degli studi di Parma.
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Analisi statistica

L’analisi statistica e stata effettuata utilizzando software per statistica
commerciale (R Development Core Team. R foundation Statistical
Computing, 2011). | risultati della statistica d&siwva sono riportati come media,
mediana e range interquartile. Il confronto trauppi relativamente ai valori di
citochine e stato effettuato utilizzando il testulkall-Wallis per variabili
continue. Valori di P<0.05 sono stati considertdtisticamente significativi. Lo
studio delle associazioni con i parametri ecocagmifici € stato effettuato

utilizzando la regressione lineare.
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Risultati

Sono stati inclusi nello studio 29 cani, di cui &8etti da malattia valvolare
mitralica. Sei cani sani sono stati usati come rodiot (Classe Sani). Dei 23 cani
affetti da MVM, 6 sono stati allocati alla class&, B alla classe B2, 9 alla classe
C. Nella tabella 9 sono riportate le -caratteristickegnaletiche, cliniche,
elettrocardiografiche e radiografiche dei cani uscl Nella tabella 10 sono
riportate i dati ecocardiografici dei cani inclusi.

Lo studio ha arruolato 10 femmine e 19 maschi, woeta mediana di 12 anni
(range interquartile IQR: 10-12) e peso corporediam di 11,3 kg (IQR 8,3 —
14,2).

Nella tabella 11 sono riportati i valori di ILel IL-1pB, IL-6, IL-8, TGF$ e
TNF-a rilevati nei cani dello studio.

Nella tabella 12 sono mostrati i valori descrittnélativi alla elaborazione
statistica delle variabili ecocardiografiche e dekspressione genica delle

citochine nelle varie classi di insufficienza dam.
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Eta Episodi Tolleranza . . Episodi di Sforzo Dispnea BC Edema P

Razza ACVIM | Sesso (anni) kg BSA sir?copali esercizio Sensorio | Appetito tarc):hipnea respiratorio Tosse nottrilrna S polmonare Aritmie FC
Incrocio B1 FS 10 11 0,49 1 1 1 2 1 1 1 1 4 1 NA 105
Incrocio | Bl M 8 83 | 041 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 105
Incrocio Bl FS 12 14,2 | 0,59 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 AVCs 150
Incrocio | B1 M 12 12,3 | 0,53 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 90
Incrocio | B1 FS 9 7,25 | 0,37 1 1 1 2 1 1 2 1 3 1 NA 120
Incrocio Bl M 14 13 0,55 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 120
Incrocio | B2 MC 12 18,7 | 0,67 1 1 1 1 2 1 2 1 5 1 NA 90
Incrocio B2 M 9 18 0,69 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 150
Incrocio | B2 M 8 71 1037 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 90
Incrocio B2 M 12 545 | 0,31 1 1 1 2 1 1 2 2 2 1 AVCs 120
Incrocio B2 M 9 17,5 | 0,74 1 1 1 2 1 1 2 2 3 1 NA 120
Incrocio | B2 MC 12 15 | 0,61 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 90
Barbone | B2 FS 12 6,1 | 0,32 2 1 1 2 1 1 1 1 4 1 NA 120
Incrocio | B2 M 10 12,7 | 0,49 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 150
Incrocio C MC 9 11,3 | 0,5 2 2 1 2 2 2 3 1 4 1 NA 210
Incrocio | C FS 13 10,8 | 0,49 2 2 1 3 2 3 2 1 4 2 VPCs 210
Yorkshire | C M 10 54 | 0,31 2 2 1 3 2 2 1 1 3 2 NA 165
Incrocio C MC 12 8,6 | 0,42 1 2 2 2 2 1 3 2 3 2 AVCs + VPCs 120
Incrocio | C FS 9 15,2 | 0,61 1 2 1 2 2 2 4 2 3 3 NA 150
Incrocio C MC 10 13,1 | 0,56 1 2 1 2 1 1 3 2 2 2 AVCs 170
Incrocio | C FS 12 17 | 0,66 2 2 1 1 2 1 3 2 4 2 AVCs 120
Incrocio C M 17 16,6 | 0,65 1 3 1 2 3 2 4 3 4 3 AVCs 180
Incrocio C M 11 13 0,55 2 4 2 4 2 2 1 1 1 2 FA 190
Westie Sano M 7 11 | 0,49 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 90
Cocker Sano FS 10 8 0,4 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 120
Yorkshire | Sano M 12 6,5 | 0,35 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 120
Incrocio Sano FS 13 12,5 | 0,54 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 90
Incrocio Sano FS 10 9,7 | 0,45 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 105
Incrocio Sano M 14 83 | 041 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 NA 90

Tabella 9 Segnalamento, punteggio dei sintomi clinici, degni radiografici e reperti elettrocardiografi@i a@ani inclusi nello
studio. Legenda: F= femmina; FS= femmina sterilaz®= maschio; MC= maschio castrato; BSA=body atefarea; BCS=body
condition score; NA= non accertata, soggettotmaisinusale
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Eta Dvsd DVSs FE m- Picco

Razza ACVIM Sesso ; kg BSA DVsSd DVSs AS/AO FA E/A PHT
(anni) Cornell Cornell mode E

Incrocio Bl FS 10 11 0,49 3,64 1,80 2,34 1,10 1,45 36 66 0,94 0,3 NO
Incrocio B1 M 8 8,3 0,41 31 1,66 1,51 0,78 1,34 51 84 0,99 0,76 Sl

Incrocio B1 FS 12 14,2 0,59 3,95 1,81 2,08 0,90 1,37 47 79 0,99 0,86 NO
Incrocio Bl M 12 12,3 0,53 3,85 1,84 2,34 1,06 1,07 39 70 0,82 0,2 NO
Incrocio B1 FS 9 7,25 0,37 2,37 1,32 1,16 0,62 1,35 30 59 1,44 0,82 NO
Incrocio B1 M 14 13 0,55 3,6 1,69 2,3 1,03 1,3 36 67 1,06 0,75 NO
Incrocio B2 MC 12 18,7 0,67 4,44 1,88 2,57 1,02 1,36 42 73 1,05 0,99 NO
Incrocio B2 M 9 18 0,69 5,16 2,20 2,84 1,14 1,73 45 76 1,28 1,33 NO
Incrocio B2 M 8 7,1 0,37 3,78 2,12 1,94 1,05 1,48 49 81 0,86 0,63 NO
Incrocio B2 M 12 5,45 0,31 3,62 2,19 1,87 1,10 1,33 48 81 1,26 0,83 NO
Incrocio B2 M 9 175 0,74 4,92 2,12 3,15 1,28 1,47 36 65 0,97 1,01 NO
Incrocio B2 MC 12 15 0,61 4,44 2,00 2,4 1,02 1,91 46 77 1,47 0,78 NO
Barbone B2 FS 12 6,1 0,32 3,42 2,01 1,73 0,98 1,38 50 82 0,93 0,7 NO
Incrocio B2 M 10 12,7 0,49 4,75 2,25 2,45 1,10 2,2 48 80 2,1 1,22 Sl

Incrocio C MC 9 11,3 0,5 4,68 2,29 2,32 1,08 2,83 50 82 1,27 1,49 Sl

Incrocio C FS 13 10,8 0,49 3,67 1,82 1,87 0,88 2,35 49 81 1,71 1,18 Sl

Yorkshire C M 10 54 0,31 3,87 2,36 2,24 1,32 1,89 42 74 1,7 1,14 Sl

Incrocio C MC 12 8,6 0,42 4,46 2,37 2,63 1,34 2,09 41 72 1,42 1,11 NO
Incrocio C FS 9 15,2 0,61 5,12 2,30 2,8 1,19 1,72 45 76 1,19 1,36 NO
Incrocio C MC 10 13,1 0,56 571 2,68 34 1,51 2,52 40 70 2,24 1,61 Sl

Incrocio C FS 12 17 0,66 4,75 2,07 2,44 1,00 2,02 49 80 1,44 1,76 NO
Incrocio C M 17 16,6 0,65 4,44 1,94 2,53 1,04 1,93 43 74 2 1,3 Sl

Incrocio C M 11 13 0,55 5,55 2,6 3,29 1,47 2,37 41 71 NA 1,86 Sl

Westie Sano M 7 11 0,49 3,42 1,69 1,84 0,86 1,12 46 79 0,94 0,65 NO
Cocker Sano FS 10 8 0,4 2,38 1,29 1,8 0,94 1,28 51 24 0,92 0,59 NO
Yorkshire Sano M 12 6,5 0,35 2,81 1,62 1,3 0,72 1,54 54 86 0,74 0,52 NO
Incrocio Sano FS 13 12,5 0,54 3,6 1,71 2,3 1,04 1,3 36 67 1,06 0,75 NO
Incrocio Sano FS 10 9,7 0,45 2,34 1,20 1,58 0,77 1,24 32 63 0,88 0,58 NO
Incrocio Sano M 14 8,3 0,41 2,78 1,49 1,9 0,98 1,08 32 62 2,05 0,85 NO

Tabella 10: Segnalamento e dati ecocardiografici dei canusiahello studio. Legenda: F= femmina; FS= femnstailizzata; M=
maschio; MC= maschio castrato; BSA=body surfaca;aBLS=body condition score; DVSd= diametro veolo sinistro in
diastole; DVSs=diametro ventricolo sinistro in gist EDVI= indice di volume telediastolico; ESVIdive di volume sistolic;
FA=frazione di accorciamento; FE=frazione di eieepPHT=ipertensione polmonare; NA= non accertata.
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Razza ACVI Sesso Eté' kg BSA IL- IL- IL- IL- TGF- TNF-
M (anni) 1¢/GAPDH | 1B/GAPDH | 6/GAPDH | 8/GAPDH | B/GAPDH | a/GAPDH

Incrocio Bl FS 10 11 0,49 0 0,531 0 1,632 0,463 19,6
Incrocio B1 M 8 83| 041 0,469 0,741 0,047 1,435 918, 0,835
Incrocio B1 FS 12 14,2 0,59 0,206 0,952 0 1,508 09,3 0,625
Incrocio Bl M 12 12,3] 0,53 0 1,147 0,161 1,566 B,17 1,015
Incrocio B1 FS 9 7,25 0,37 0,55 0,78 0 1,177 1,144 0,999
Incrocio Bl M 14 13 0,55 0 0,06 0 0,698 0 0
Incrocio B2 MC 12 18,7 0,67 0,347 0,222 0 1,178 53,3 0,686
Incrocio B2 M 9 18 0,69 1,037 1,047 0,16 1,209 8,92 1,123
Incrocio B2 M 8 7,1 0,37 0,437 0,957 0 1,483 0,386 0,459
Incrocio B2 M 12 545| 0,31 0,1 0,71 0 1,791 1,039 ,201
Incrocio B2 M 9 17,5 0,74 0 0,239 0 2,257 0,676 40,2
Incrocio B2 MC 12 15 0,61 0,621 0,463 0,079 1,966 ,148 0,2
Barbone B2 FS 12 6,1 0,32 0,154 0,9 0 2 1,021 0,54
Incrocio B2 M 10 12,7/ 0,49 0,535 0,914 0 1,311 1,14 1,318
Incrocio c MC 9 11,3| 05 0 0,457 0 1,364 0,561 6,29
Incrocio C FS 13 10,§ 0,44 0,131 0,992 0 2,268 9,24 0,446
Yorkshire c M 10 54| 0,31 0,472 0,618 0 1,126 0,617 0,502
Incrocio C MC 12 8,6 0,42 0,053 0,757 0 2,684 0,634 0,634
Incrocio c FS 9 15,21 0,61 0 0,137 0 1,08 1,006 D,39
Incrocio C MC 10 13,1 0,54 0 0 0 2,066 0 0,622,
Incrocio C FS 12 17 0,64 0,413 1,102 0,169 2,263 0 0,295
Incrocio c M 17 16,6/ 0,65 0 0,239 0 2,68 0,177, 0
Incrocio C M 11 13 0,55 2,231 1,464 1,038 2,183 78,5 1,817
Westie Sano M 7 11 0,44 0,464 0,778 0,183 1,036 77,7 0,775
Cocker Sano FS 10 8 0,4 0,029 0,399 0 1,231 0,243  ,5920
Yorkshire Sano M 12 6,5/ 0,34 0 1,113 0,058 1,032 179, 0,48
Incrocio Sano FS 13 12,5 0,54 0,121 0,06 0 0,698 0 0,523
Incrocio Sano FS 10 9,7, 0,4p 0 0 0 0,256 0 0,48
Incrocio Sano M 14 83| 041 0,469 0,741 0,047 1,034 0,514 0,635

Tabella 11: Espressione genica delle citochine dai PBMC.
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Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
Peso (kg) SANO | 6 6.500 8.075 9.333 2.182 9.004 10.675 12.500
B1 6| 7.250 8.975 11.008 2.731 11.65p0 12.825 14.200
B2 8| 5.450 6.850 12.569 5.608 13.85p 17.625 18.700
C 9| 5.400 10.800 12.333 3.786 13.00p 15.200 07.00
p =0.40818 Tutti | 29 5.400 8.300 11.503 3.966 11.30p 14.200 18.700
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
BSA SANO | 6 | 0.350 0.402 0.440 0.068 0.430 0.480 0.540
B1 6| 0.370 0.430 0.490 0.08% 0.510 0.545 0.590
B2 8| 0.310 0.358 0.525 0.17% 0.550 0.675 0.740
C 9| 0.310 0.490 0.528 0.113 0.550 0.610 0.660
p = 0.43454 Tutti | 29 0.310 0.410 0.501 0.121 0.490 0.590 0.740
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS | Mediana | Terzo quartile Max
Dvsd SANO | 6 | 2.340 2.480 2.888 0.523 2.795 3.268 3.600
B1 6| 2.370 3.225 3.418 0.592 3.620 3.798 3.950
B2 8| 3.420 3.740 4.316 0.640 4.440 4.793 5.160
C 9| 3.670 4.440 4.694 0.689 4.680 5.120 5.710
p = 0.00060586 | Tutti |29| 2.340 3.420 3.952 0.932 3.850 4.680 5.710
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Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max

DVSd Cornell SANO | 6 1.200 1.342 1.501 0.214 1.554 1.673 1.713

B1 6| 1.324 1.671 1.689 0.192 1.7449 1.808 1.841

B2 8| 1.877 2.008 2.099 0.126 2.123 2.201 2.250

C 9| 1.823 2.065 2.272 0.28% 2.304 2.369 2.680

p < 0.0001 Tutti {29 1.200 1.694 1.944 0.378 1.944 2.206 2.680
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max

DVSs SANO | 6 1.300 1.635 1.787 0.334 1.820 1.885 2.300

B1 6| 1.160 1.653 1.955 0.502 2.19¢ 2.330 2.340

B2 8| 1.730 1.923 2.369 0.496 2.425 2.637 3.150

C 9| 1.870 2.320 2.613 0.491 2.530 2.800 3.400

p =0.011771 Tutti |29 1.160 1.870 2.239 0.553 2.300 2.530 3.400
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS | Mediana | Terzo quartile Max

DVSs Cornell | SANO | 6 | 0.721 0.795 0.884 0.122 0.900 0.965 1.088

B1 6| 0.622 0.807 0.914 0.186 0.964 1.052 1.099

B2 8| 0.979 1.022 1.086 0.094 1.071 1.111 1.279

C 9| 0.884 1.044 1.203 0.218 1.188 1.335 1512

p = 0.009078 Tutti |29| 0.622 0.935 1.045 0.206 1.038 1.100 1512

70



Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
EDVI M-mode SANO | 6 | 42.030 54.710 73.990 24.276 77.965 94.920 98.450
B1 6| 53.640 93.980 98.900 24.575105.730 115.147 119.950
B2 8| 127.140 146.488 166.564 27.698| 167.285 179.888 216.08D
C 9| 115.660 158.700 200.464 57.271| 203.610 215.660 289.160D
p = 0.0001198 Tutti [29]| 42.030 98.450 143.93263.233| 137.650 185.220 289.160D
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
ESVI M-mode SANO | 6 | 11.360 16.718 21.900 7.78P 22.545 26.182 88r.y
B1 6| 15.040 21.783 27.770 9.128 28.380 34.828 688.2
B2 8| 26.290 32.832 39.335  10.048 38.305 43.920 58.490
C 9| 21.810 35.340 50.504 21.784 48.160 60.310 85.970
p =0.0066513 | Tutti |[29| 11.360 24.300 36.801 17.714 33.150 43.710 85.970
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS | Mediana | Terzo quartile Max
AS/AO SANO | 6 | 1.080 1.150 1.260 0.163 1.26Q 1.295 1.540
B1 6| 1.070 1.310 1.313 0.129 1.345 1.365 1.4%50
B2 8| 1.330 1.375 1.607 0.312 1.475 1.775 2.200
C 9| 1.720 1.930 2.191 0.352 2.090 2.370 2.830
p =0.00017062 | Tutti |29| 1.070 1.330 1.656 0.468 1.47Q 1.930 2.830
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Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
FA SANO | 6 | 32.000 33.000 41.833 9.76p 41.000 49.750 4.0
B1 6| 30.000 36.000 39.833 7.78p 37.500 45.000 0B1.0
B2 8| 36.000 44.250 45.500 4.598 47.000 48.250 (0B0.0
C 9| 40.000 41.000 44.444 3.941 43.000 49.000 (0B0.0
p = 0.53467 Tutti | 29 30.000 39.000 43.241 6.51p 45.000 49.000 4.0
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
FE M-mode SANO | 6 | 51.000 62.250 68.000 12.617 65.000 76.000 86.000
B1 6| 59.000 66.250 70.833 9.15p 68.500 76.750 084.0
B2 8| 65.000 75.250 76.875 5.693 78.500 81.000 (0:32X0)
C 9| 70.000 72.000 75.556  4.47p 74.000 80.000 (0:32X0)
p = 0.25994 Tutti | 29 51.000 67.000 73.379  8.35p 74.000 80.000 086.0
Variabil e Classe | n Min Primo quartile Media DS | Mediana | Terzo quartile Max
E/A SANO | 6 | 0.740 0.890 1.098 0.478 0.930 1.030 2.050
B1 6| 0.820 0.952 1.040 0.212 0.990 1.042 1.440
B2 8| 0.860 0.960 1.240 0.404 1.155 1.327 2.100
C 8| 1.190 1.382 1.621 0.363 1.57Q 1.782 2.240
p = 0.026985 Tutti |28 0.740 0.940 1.276 0.427 1.125 1.448 2.240
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Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
Picco E SANO | 6 0.520 0.582 0.657 0.128 0.62(¢ 0.725 0.850
B1 6| 0.200 0.412 0.615 0.287 0.75§ 0.805 0.860
B2 8| 0.630 0.760 0.936 0.248 0.914 1.062 1.380
C 9| 1.110 1.180 1.423 0.274 1.360 1.610 1.860
p =0.00030537 | Tutti | 29| 0.200 0.700 0.963 0.411 0.85(¢ 1.220 1.860
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
FC SANO | 6 | 90.000 90.000 102.50014.748| 97.500 116.250 120.000
B1 6| 90.000 105.000 115.00020.494| 112.500 120.000 150.00P
B2 8| 90.000 90.000 116.250 25.036| 120.000 127.500 150.00P
C 9| 120.000 150.000 168.333 33.727| 170.000 190.000 210.00p
p =0.0026243 | Tutti |29 90.000 105.000 129.31036.492| 120.000 150.000 210.00p
Variabile Classe | n Min Primo q uartile Media DS | Mediana | Terzo quartile Max
IL-1a/GAPDH | SANO | 6 | 0.000 0.007 0.180 0.226 0.075 0.378 0.469
B1 6| 0.000 0.000 0.204 0.251 0.103 0.403 0.550
B2 8| 0.000 0.140 0.404 0.33% 0.392 0.556 1.087
C 9| 0.000 0.000 0.367 0.723 0.053 0.413 2.231
P =0.45232 Tutti | 29 0.000 0.000 0.305 0.455 0.131 0.469 2.231




Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
IL-1 B/GAPDH SANO | 6 0.000 0.145 0.515 0.439 0.57(¢ 0.769 1.113
B1 6| 0.060 0.584 0.702 0.377 0.76( 0.909 1.147
B2 8| 0.222 0.407 0.682 0.331 0.805 0.925 1.047
C 9| 0.000 0.239 0.641 0.486 0.618 0.992 1.464
P =0.82876 Tutti| 2P 0.000 0.239 0.639 0.399 0.74] 0.952 1.464
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
IL-6/GAPDH SANO | 6 0.000 0.000 0.048 0.071 0.024 0.055 0.183
B1 6| 0.000 0.000 0.035 0.06% 0.009 0.035 0.161
B2 8| 0.000 0.000 0.030 0.059 0.009 0.020 0.160
C 9| 0.000 0.000 0.134 0.344 0.009 0.000 1.088
P =0.82439 Tutti| 29 0.000 0.000 0.067 0.196 0.009 0.047 1.088
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
IL-8/GAPDH SANO | 6 | 0.256 0.782 0.881 0.351 1.033 1.036 1281
B1 6| 0.698 1.242 1.335 0.35 1.47Q 1.551 1.632
B2 8| 1.178 1.285 1.649 0.409 1.637 1.974 2.257
C 9| 1.080 1.364 1.968 0.624 2.183 2.268 2.684
p =0.0048716 | Tutti |29| 0.256 1.126 1.524 0.601 1.435 2.000 2.684

74



Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS Mediana | Terzo quartile Max
TGF-RB/GAPDH | SANO | 6 0.000 0.044 0.290 0.306 0.224 0.454 0.777
B1 6| 0.000 0.207 0.500 0.443 0.384 0.800 1.144
B2 8| 0.386 0.865 0.961 0.303 1.030 1.142 1.353
C 9| 0.000 0.177 0.423 0.338 0.561 0.617 1.006
p =0.012293 Tutti |29 0.000 0.177 0.560 0.419 0.561 0.928 1.353
Variabile Classe | n Min Primo quartile Media DS | Mediana | Terzo quartile Max
TNF-0/GAPDH | SANO | 6 | 0.480 0.497 0.582 0.112 0.558 0.624 0.775
B1 6| 0.000 0.620 0.682 0.376 0.730 0.958 1.015
B2 8| 0.200 0.406 0.722 0.438 0.615 1.143 1.318
C 9| 0.000 0.296 0.556 0.511 0.446 0.622 1.817
p =0.49721 Tutti | 29 0.000 0.446 0.633 0.394 0.592 0.775 1.817

Tabella 12: Statistica descrittiva dei parametri ecocardiagraf dell’espressione
genica delle citochine nella varie classi di ingidinza cardiaca. Il valore di p e
stato calcolato utilizzando il test Kruskal-Wallign grassetto i valori di p

statisticamente significativi.

Legenda: DVSd= diametro ventricolo sinistro in thdes; DVSs=diametro
ventricolo sinistro in sistole; EDVI=indice di vahe telediastolico; ESVI=indice
di volume telesistolico; FA=frazione di accorciart®er-rE=frazione di eiezione
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Differenze significative (P<0,05) tra i gruppi sosiate rilevate per il diametro
del ventricolo sinistro in diastole (DVSd) e pararneorrelati (DVSd Cornell ed
EDVI), per il diametro del ventricolo sinistro ielésistole (DVSs) e parametri
correlati (DVSs Cornell ed ESVI), rapporto E/A doata di picco E del flusso
transmitralico, frequenza cardiaca (FC), IL-8/GAPDIHigura 7) e TGF-
B/GAPDH (Figura 8) . Non sono state osservate diffee significative tra i
gruppi per peso corporeo, frazione di accorciaméRty), frazione di eiezione
(FE), IL-10/GAPDH, IL-13/GAPDH, IL-6/GAPDH e TNFe/GAPDH.
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Figura 7: Espressione di IL-8 nei cani con insufficienzadtaca a vario stadio e
cani sani.
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Figura 8: Espressione di TGB-nei cani con insufficienza cardiaca a vario stadio
e cani sani.

L’espressione di IL-8 e risultata associata a DMSatnell, DVSs Cornell,
rapporto E/A del flusso transmitralico e velocita picco E del flusso

transmitralico (Figg. 9).
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Figura 9: Linee di regressione ed intervallo di confidenz#_eB su diametro del
ventricolo sinistro in telediastole Cornell, diancetdel ventricolo sinistro in
telesistole Cornell, rapporto E/A del flusso traitsatico e velocita di picco E del
flusso transmitralico.
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Nella Tabella 13 sono riportati i relativi coefgeiti di regressione. Non sono

state riscontrate associazioni lineari o non liné@ar I'espressione genica della

altre citochine e parametri ecocardiografici.

Stima Errore standard Valore t Pr(>[t])
Intercetta -0.1369 0.5192 -0.26 0.794
DVSd Cornell | 0.8547 0.2625 3.26 0.0030
Stima Errore standard Valore t Pr(>[t])
Intercetta 0.1950 0.5387 0.36 0.7202
DVSs Cornell | 1.2722 0.5062 2.51 0.0182
Stima Errore standard Valore t Pr(>[t])
Intercetta 0.8831 0.3463 2.55 0.0170
E/A 0.4843 0.2579 1.88 0.0717
Stima Errore standard Valore t Pr(>[t])
Intercetta 0.9353 0.2672 3.50 0.0016
Picco E 0.6117 0.2559 2.39 0.0241

Tabella 13: Coefficienti di regressione per le variabili ecatiagrafiche
considerate rispetto all'lL-8 dove Stima e la stideh coefficiente di regressione e

indica lincremento nell’lL-8 per laumento di

unanita della variabile

indipendente; Errore standard € una misura dedlitezza della stima; Pr indica la
probabilita di osservare una valore di coefficiedigegressione cosi estremo o
piu estremo se non ci fosse realzione lineard_t&é variabile considerata.
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Discussione

Nello studio effettuato, I'espressione genica di8lle TGFB nelle cellule
mononucleate € risultata piu elevata nei cani t@afttd endocardiosi mitralica
rispetto ai soggetti sani, con differenze statstiente significative tra le classi
funzionali di insufficienza cardiaca.

In particolare, e stato evidenziato che I'espressiai IL-8 tende ad
aumentare con l'avanzamento della classe di gramientre I'espressione del
TGF{3 é particolarmente accresciuta nella classe ACVIR] &he include cani
asintomatici affetti da patologia degenerativa atitca con segni di
rimodellamento cardiaco, per poi abbassarsi negettigsintomatici, ovvero a
quelli appartenenti alla classe C, pur rimanendmificativamente differente
rispetto alle altre classi.

Al contrario, lo studio non ha messo in evidenzHet®nze significative
nell'espressione genica delllle]l IL-1B, IL-6 e TNFa nelle cellule
mononucleate tra cani sani e cani affetti da malatlvolare mitralica cronica e
tra le varie classi di insufficienza cardiaca.

Le cellule mononucleate del sangue periferico songrado di produrre
diverse citochine pro-inflammatorie, come interl@ne, TNF, e fattori di
crescita, come il TGk Diversi studi in campo umano confermano che rseali
infarto miocardico (Fang et al., 2010), di insuffitza cardiaca (Damas et al.,
2001; Satoh et al., 2004; Vredevoe et al., 200di)patologia coronarica (Libby et
al., 2002; Libby 2006) si assiste ad un aumentegfiressione delle citochine
inflammatorie nelle cellule mononucleate.

In medicina veterinaria, pochi studi hanno valutd@spressione delle
citochine a livello di cellule mononucleate o dsdeto cardiaco. In particolare,
alcuni autori hanno evidenziato che, in corso diosardiosi mitralica, si osserva
'up-regolazione, a livello di tessuto valvolare,i chumerose citochine
inflammatorie (IL-6, cicloossigenasi, recettori p#-1 e IL-10), di molecole di
adesione, del marker infiammatorio amiloide A siayi dei recettori della
serotonina (che e noto essere legata al BYz€-di altre molecole associate al
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TGF, ipotizzando un loro coinvolgimento nella patogendella patologia
degenerativa mitralica (Oyama & Chittur, 2006).

Recentemente € stato pubblicato uno studio sullaazone dell’espressione
genica di alcuni marker dell'inflammazione dall¢/ale mononucleate. Fonfara et
al. hanno misurato i livelli di espressione dell’'MmR di IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-10, TNFa, TGF$1, TGF$2 e TGFB3 in cani sani e affetti da insufficienza
cardiaca. Gli autori hanno messo in evidenza dai con insufficienza cardiaca
presentavano livelli statisticamente piu elevatindRNA di IL-18 e di IL-2 e
livelli statisticamente inferiori di TNt e TGF$3 rispetto ai cani sani. Non
hanno, invece, dimostrato differenze statisticamesignificative nei livelli di
MRNA dell’'lL-6, dell'lL-8 e dell'IL-10, del TGFB1 e TGFB2 tra i cani sani e
quelli malati (Fonfara et al., 2011).

Questi risultati discordano da molti studi pubMiica campo umano dove |l
TNF-a , I'lL-6 e I'lL-8 tendono ad aumentare in paziermdn insufficienza
cardiaca e dove 'aumento dell'lL-6 € associato@posi peggiore (Meurs et al.,
2002; Anker and von Haehling, 2004; Chen et alQ&0/on Haehling et al.,
2009; Kaur et al., 2009; Tamariz and Hare, 2010).

Anche il presente studio non ha dimostrato diffeeesignificative per quanto
riguarda I'lL-1a, I'IL-1B, I'lL-6 e il TNF-o.. Tale discrepanza di risultati tra la
medicina umana e quella veterinaria potrebbe esggegata se si considera che
gli studi effettuati nell'uomo prendono di solito considerazione pazienti affetti
da cardiomiopatia dilatativa o patologia miocardazhemica, nel corso dei quali
la risposta inflammatoria € molto marcata (Fainlvea®& Rose, 2005; Hansson et
al., 2006; Hedayat et al, 2010). La natura, invels#, endocardiosi mitralica e
molto diversa, essendo una malattia degenerativa db infiltrati infliammatori
sono assenti (Abbott, 2008; Olsen et al., 2010).

Contrariamente a quanto pubblicato da Fonfaa. ebel presente studio & stato
evidenziato un incremento dell’espressione genahlld8 nei cani affetti dalla
patologia rispetto a quelli sani, che correla cam dtadio di gravita
dell'insufficienza cardiaca. Questo risultato eaircordo con quanto riportato in

letteratura umana dove e dimostrato un aumentdivdgii di IL-8 in corso di
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insufficienza cardiaca (Hermansen et al., 20119\wedale incremento si associa a
disfunzione endoteliale, deficit della perfusiorsd tessuto miocardico, apoptosi
dei miocardiociti e delle cellule endoteliali e bidione della contrazione
miocitica (Sharma et al., 2000; Dominguez-Rodrigeteal., 2006).

Nel presente studio, I'espressione del Tfis&risultata superiore nelle cellule
mononucleate dei cani affetti rispetto a quelliigsansuoi livelli erano piu alti nei
pazienti asintomatici con segni di rimodellamendodtaco (classe ACVIM B2).
In medicina umana, lI'aumento della sua concentrezié stato associato a
cardiomiopatia ipertrofica, cardiomiopatia dilavatie patologia ischemica (Khan
& Sheppard, 2006) e si pensa che giochi un ruolpomante nella patogenesi
della patologia valvolare, della fibrosi miocardeanell’aritmogenesi, soprattutto
della fibrillazione atriale (Border & Noble, 199Khan & Sheppard, 2006; Lim &
Zhu, 2006). In medicina veterinaria, in accordo @uanto risultato in questo
studio, e stato riscontrato 'aumento dell’espr@ssi delle isoforme TGB1 e
TGF{33 nel tessuto valvolare di cani affetti da endoiceidmitralica grave allo
stadio terminale (Oyama & Chittur, 2006). Questseogzioni sono, invece,
contrastanti con i risultati dello studio di Fordaet al. dove e stata evidenziata
una riduzione dell’espressione di T@BB-nelle cellule mononucleate di cani
affetti da scompenso cardiaco rispetto ai soggatti (Fonfara et al., 2011). Nel
confrontare questi risultati, occorre tuttavia ddasare che 6 degli 8 soggetti
inclusi nello studio di Fonfara et al. erano affdt patologie cardiache diverse da
malattia valvolare mitralica. La diversa natura edentualmente le differenze
nella patogenesi delle patologie cardiache preseomsiderazione potrebbero
spiegare la discrepanza dei risultati. Inoltreanicaffetti da endocardiosi mitralica
inclusi nello stesso studio di Fonfara et al. afgravano a razze di taglia grande
nei quali la patologia mitralica presenta un’evadne diversa rispetto ai cani di
piccola e media taglia (Kittleson, 1998; Borgaretlal, 2004).

L’aumento dell’espressione del T@GFriscontrato nei pazienti appartenenti
alla classe ACVIM B2 e la successiva diminuzionepsienti di classe C, uno
stadio di malattia piu avanzato, potrebbe indidaminvolgimento del sistema

del TGF$ nella patogenesi della patologia e nel rimodellmeardiaco durante
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le fasi precoci e il successivo intervento di &l di mediatori o di molecole ad
attivita anti-fibrotica. Infatti, gli studi effetati in campo veterinario (Aupperle et
al., 2008; Obayasi et al., 2011) dimostrano il oudtlle tre isoforme di TGB-
nella patogenesi dell’endocardiosi mitralica neheae mettono in evidenza
I'esistenza di una relazione tra il T@Fe le cellule interstiziali valvolari
(Obayashi et al., 2011), che si pensa siano cdmevokllinnesco e nella
progressione della patologia mitralica (Oyama ettGhi 2006). Diversi studi
suggeriscono come necessaria un’alterazione deféootipo affinche si sviluppi
la degenerazione valvolare e si ipotizza che léorste del fattore di crescita
trasformante siano tra i potenziali mediatori coitiin questo processo, anche se
il loro contributo rimane poco chiaro (Weber et 4B94; Rizvi et al., 1996; Mow
et al., 1999; Olsen et al.,, 2003; Rabkin et al.0120Aupperle et al., 2008;
Disartian et al., 2008; Aupperle et al., 2009;0Olsaiyeet al., 2011). Si pensa,
inoltre, che giochino un ruolo importante nei psgieali fibrosi e rimodellamento
cardiaco attraverso il meccanismo di transizionelogliale-mesenchimale
(Zeisberg et al., 2007; Obayashi et al., 2011).

Lo studio delle correlazioni tra i livelli di citbtne e i parametri
ecocardiografici di rimodellamento e funzione cacdi mediante regressione
lineare hanno evidenziato una relazione statistrden significativa con DVSd
Cornell, DVSsCornell, rapporto E/A e velocita dcgd E del flusso transmitralico
per IL-8. Non sono state osservate correlaziomiBgtive, lineari o non lineari,
per alcuna delle altre citochine analizzate.

Cio suggerisce I'esistenza di una associaziongrado di ingrandimento del
ventricolo sinistro, funzione sistolica del ventlie sinistro e pressioni di
riempimento diastoliche del ventricolo sinistro expressione di IL-8 nel sangue
periferico nei cani con malattia valvolare mitralicNelluomo, elevati livelli
circolanti di IL-8 sono stati associati principalnte a danno miocardico su base
ischemica e, nel cane, é stata osservata una megegpressione di IL-8 dopo
ischemia e riperfusione (Kukielka et al., 1995; i@t et al., 2000; Dominguez-
Rodriguez et al., 2006).
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Sulla base delle evidenze bibliografiche e di qoamerso da questo studio,
la produzione di IL-8 potrebbe essere stimolatéliplaitrofia eccentrica e/o dallo
stiramento miocardico che accompagnano il sovraaratolumetrico cronico e
potrebbe suggerire un ruolo del danno ischemicccandhco nella progressione
della disfunzione sistolica e diastolica che accagma il decorso della patologia,
sia come stimolo alla produzione di IL-8 che comg&td degli effetti dannosi
esercitati dall citochina stessa. Vari studi harmesso in luce, infatti, la
possibilita che I'IlL-8 possa aumentare I'espressiatella sintetasi inducibile
dell'ossido nitrico, incrementare la produzione elevate quantita di radicali
dellossido nitrico, produrre matrice extracelldare forme interstiziali di
collagene provocando disfunzione endoteliale, defiella riserva vascolare
coronarica e della perfusione del tessuto miocardipoptosi dei miocardiociti e
delle cellule endoteliali, e, infine, citotossicié#o inibizione della contrazione
miocitica (Sharma et al., 2000; Dominguez-Rodrigeteal., 2006).

Un limite dello studio é rappresentato dal numédotto di animali arruolati.
Tuttavia, sapendo che i livelli delle citochineopnfiammatorie aumentano in
corso di molte patologie, quali malattie inflamnregae autoimmunitarie, processi
neoplastici, patologie renali ed epatiche, i critiinclusione utilizzati per questo
studio sono stati molto rigidi in modo da eliminaredurre al minimo la presenza
di fattori in grado di influenzare i risultati. (Des et al., 1997; Dinarello, 1997;
Carrero JJ et al., 2009; Keystone EC & Ware CF026familton MJ et al., 2011,
Grivennikov Sl et al., 2011; Solis-Herruzo JA et 2011; Mihara M et al., 2012).
Per I'arruolamento dei cani sono stati utilizzateriteri di inclusione usati in
campo umano per lo stesso tipo di studio e si &sdel escludere i cani affetti da
malattia degenerativa mitralica e concomitanti segimici e/o alterazioni
ematologiche/biochimiche compatibili con patolog@pato-renali, malattie
inflammatorie, infettive o neoplastiche (AukrusteP al., 1998; Dibbs Z et al.,
1999; Kell R et al., 2002). Infine, sono stati escli soggetti che erano gia in
trattamento cardiologico alla prima visita per akgt che la terapia in atto potesse
influire con i risultati, come gia dimostrato inncpo umano (Stenvinkel et al.,
1999; Gurlek et al., 2001; Ohtsuka et al., 2001).
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Conclusioni

Gli studi in medicina umana dimostrano, attravatsdievo di un aumento
dell’'espressione genica delle citochine inflammiatorl ruolo importante dei
mediatori dell'inflammazione nella patogenesi de#lufficienza cardiaca. Il
presente studio ha messo in evidenza che l'espresdii IL-8 e TG €&
maggiore nei soggetti affetti da endocardiosi rmdsarispetto ai soggetti sani
indicando un loro coinvolgimento nella patogenesigi processi di
rimodellamento e nell'evoluzione di questa patadodi fatto che I'lL-8 tenda ad
aumentare con il progredire della classe di gradéiga malattia, mentre il TGB-
e piu elevato nelle fasi precoci della patologigggerisce un loro coinvolgimento
fisiopatologico in fasi diverse della malattia. Aferenza di quanto riportato in
letteratura umana, non sono state evidenziate reiffe significative
nell'espressione genica dell'lLallL-1pB, IL-6 e TNF<.tra cani sani e cani affetti
da malattia valvolare mitralica: questo puo cowisgere a una diversa attivazione

del sistema delle citochine in relazione alla reatlglla patologia cardiaca.
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