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TEMI CORRENTI DI RICERCA.
Analisi delle vie di segnalazione intracellulare coinvolte nella produzione di NO indotta dal levosimendan in cellule 
endoteliali porcine di derivazione coronarica. Ruolo dei canali del potassio ATP dipendenti.
Il levosimendan, farmaco calcio-sensitizzante, è noto per indurre vasodilatazione attraverso l� attivazione dei canali del 
potassio ATP dipendenti delle cellule muscolari lisce e, come da poco scoperto nel maiale anestetizzato, anche 
attraverso il rilascio endoteliale di ossido nitrico (NO). Le vie di segnalazione intracellulari implicate nel rilascio di NO 
indotto dal levosimendan non erano ancora state chiarite. Perciò lo scopo di questo studio è stato quello di esaminare gli 
effetti del levosimendan sulla produzione di NO in cellule endoteliali coronariche (CEC) porcine, di valutare il ruolo dei 
canali del potassio ATP dipendenti e di studiare le vie intracellulari coinvolte. Nelle CEC la produzione di NO indotta 
dal levosimendan, in associazione o meno con vari agenti e in diverse condizioni di potassio nell`ambiente 
extracellulare, è stata valutata tramite il reattivo di Griess. Sono stati, inoltre, esaminati, mediante Western Blot, i livelli 
di fosforilazione di Akt, ERK, p38 ed eNOS. Nelle CEC il levosimendan ha indotto un aumento della produzione di NO 
dose-dipendente e potassio dipendente. Gli effetti sulla produzione di NO erano notevolmente amplificati dagli agonisti 
dei canali del potassio ATP dipendenti ed erano invece aboliti dagli antagonisti degli stessi, dall� inibitore 
dell� adenilato ciclasi e dagli inibitori selettivi delle chinasi coinvolte nella produzione di NO. Attraverso il Western 
Blot è, inoltre, emerso che la fosforilazione di ERK, Akt e p38 da parte del levosimendan porta all� attivazione 
dell� isoforma endoteliale dell�NO sintasi (eNOS), che, in ultima analisi, induce la produzione di NO nelle CEC. 
Quindi nelle cellule endoteliali il levosimendan induce la fosforilazione della eNOS attraverso Akt, ERK e p38, 
causando la produzione di NO. Questa via di segnalazione intracelulare dipende dai livelli di potassio extracellulari e 
dall� apertura dei canali del potassio ATP dipendenti.

L`urocortina II stimola la produzione di ossido nitrico nelle cellule endoteliali attraverso una via di segnalazione che 
coinvolge il cAMP e il calcio.

Come dimostrato in un precedente studio condotto nel maiale anestetizzato l� urocortina II è in grado di indurre un 
aumento del flusso ematico coronarico che è abolito dalla somministrazione del LNAME, bloccante della isoforma 
endoteliale dell�NO sintasi (eNOS), ed è mediato dall� interazione dell� urocortina 2 col sottotipo 2 di recettori 



appartenenti ai fattori rilascianti corticotropina (CRFR2). Erano tuttavia scarse le informazioni sui meccanismi 
intracellulari coinvolgenti il CRFR2 e il suo legame con la eNOS. Per questi motivi l� obiettivo di questo studio è stato 
quello di esaminare le vie di signalling intracellulari implicate nella vasodilatazione indotta dall`urocortina II 
coinvolgenti il rilascio di NO. Questo studio, condotto in vitro su cellule porcine aortiche endoteliali (PAE), ha quindi 
valutato la produzione di NO indotta dall`urocortina II attraverso il reattivo di Griess e i relativi meccanismi d� azione. 
A questo scopo gli esperimenti sono stati condotti somministrando l`urocortina II in presenza e in assenza di vari agenti, 
quali il forskolin (agonista dell� adenilato ciclasi), la 2� 5� dideossiadenosina (antagonista dell� adenilato ciclasi), 
l`A23187 (calcio-ionoforo), il KN93 (inibitore della calcio calmodulina chinasi), l`astressina 2B (bloccante del 
CRFR2), l`UO126 (inibitore di ERK), la wortmannina (inibitore di Akt) e l`SB203580 (inibitore di p38). Nelle PAE è 
stato osservato che l� urocortina II induce un significativo aumento della produzione di NO, che è amplificato in 
presenza di forskolin e A23187 ed è abolito dal trattamento delle PAE con: LNAME, 2� 5� dideossiadenosina, KN93, 
astressina 2B, UO126, wortmannina e SB203580. Attraverso l� analisi dei livelli di fosforilazione ottenuti mediante 
Western Blot è stato possibile confermare il coinvolgimento di ERK, Akt e p38 nell� attivazione di eNOS. Quindi nelle 
PAE l� urocortina II, interagendo con il suo recettore CRFR2 e attraverso il coinvolgimento della via di segnalazione di 
cAMP e del calcio, è in grado di indurre, attraverso la fosforilazione di ERK, Akt e p38, l`attivazione della eNOS e la 
produzione di NO. 
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