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SUMMARY

Stroke is a leading cause of death in industrialized countries in subjects older than 65 years. The
reasons are still unclear, but it has been proposed a reduction in endogenous mechanisms of defense
against ischemic insults. The mechanism of cerebral ischemic preconditioning is characterized by a
brief episode of ischemia that makes the brain more resistant against subsequent ischemic events
prolonged: this “ischemic tolerance” has been demonstrated in numerous experimental models of
cerebral ischemia and in some clinical studies. However, both experimental and clinical studies have
shown an age-related impairment of the mechanisms of cerebral ischemic preconditioning, possibly
due to alterations in the release of mediators and/or intracellular pathways. A powerful new tool for the
treatment of ischemic stroke in the elderly may therefore be represented by agents able to mimic the
effect of “cerebral” ischemic preconditioning, a mechanism that seems to be lost with aging.
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L’ictus ischemico rappresenta una delle
causa di morte pit frequenti in pazienti di
eta >65 anni (1-3).
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Le ragioni dell’elevata mortalita per ic-
tus e infarto miocardico nei pazienti anzia-
ni non sono chiare, nonostante sembrino
chiamati in causa diversi fattori (per es.
fattori di rischio come ipertensione, disli-
pidemia e diabete, alterazioni del sistema
emocoagulativo in senso pro-trombotico,
minore aggressivita in alcune terapie com-
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presa quella trombolitica, presenza di co-
morbilita) (4). La maggiore mortalita per
ictus ischemico potrebbe pertanto essere
dovuta, almeno in parte, alla riduzione eta-
correlata di un potente meccanismo endo-
geno di protezione nei confronti dell'ische-
mia. L'invecchiamento puo essere, infatti,
definito come un progressivo, inevitabile
ed irreversibile declino funzionale con au-
mento della vulnerabilita (5).

E quindi verosimile che l'efficacia dei
meccanismi endogeni di protezione nei
confronti della patologia ischemica possa
diminuire con I'invecchiamento (6).

Precondizionamento ischemico

I1 precondizionamento ischemico (PI) ¢
definito come il ripetersi di brevi episodi
ischemici seguiti da un lungo periodo di
ischemia, e rappresenta il pit potente mec-
canismo endogeno di difesa nei confronti
del danno daischemia (7). Numerosi studi
su animali e uomo hanno chiaramente di-
mostrato la capacita del PI nel proteggere
gli organi, cervello compreso, dal danno
ischemico (8, 9).

Inoltre, il PI puo essere classificato in
“precoce” quando l'effetto protettivo si
verifica immediatamente, ossia durante
le prime 1-3 ore dall’episodio ischemico
(“prima finestra”), e in “ritardato”, quando
I'effetto protettivo compare nel giro di 24-
72 ore dall’episodio ischemico (“seconda
finestra”) (10, 11). Recentemente sono
state identificate altre forme di PI, ossia il
cosiddetto “precondizionamento remoto”,
in cui I'ischemia in una regione di un orga-
no garantisce la protezione in una regione
“remota” dello stesso o di un altro organo
(12) ed il “post-condizionamento”, in cui
brevi episodi di occlusione e riperfusione,
al momento della riperfusione che segue
un insulto ischemico sostenuto, conferi-

scono protezione dell’organo nei confronti

del danno da ischemia-riperfusione (IR)

(13). In questa rassegna sara discusso

esclusivamente il precondizionamento

ischemico.

I1 PI é stato ampiamente studiato in
cardiologia clinica: angina pre-infartuale,
fenomeno del warm-up e angioplastica
coronarica transluminale sono considera-
ti equivalenti clinici di PI (10, 11). E stato
dimostrato che in pazienti con angina pre-
infartuale si riduce l'incidenza di shock
cardiogeno e la mortalita (10). Inoltre i pa-
zienti con angina pre-infartuale trattati con
terapia trombolitica hanno mostrato una
piu rapida riperfusione ed una riduzione
dell’estensione dell'infarto (10). Equiva-
lenti clinici di PI includono inoltre:

a) il meccanismo di angina da sforzo dopo
esercizio fisico che paradossalmente
scompare col protrarsi dell’esercizio
(“walk-through angina”);

b) la riduzione delle modificazioni cliniche
ed elettrocardiografiche dell'ischemia
da sforzo successive al primo test da
sforzo (“Warm-up phenomenon”);

¢) 'angioplastica coronarica transluminale
in cui i segni elettrocardiografici, bio-
chimici e clinici di ischemia si riducono
dopo l'applicazione del primo palloncino
10, 11).

Precondizionamento ischemico:
Meccanismo

Nell'ischemia acuta, in seguito alla sti-
molazione dei recettori accoppiati alla
proteina G (GPCR) da parte di mediatori
quali adenosina, noradrenalina, bradichi-
nina, oppioidi etc., viene attivata la fosfoi-
nositide-3-chinasi (PI3K)/serina/treonina
chinasi (Akt) con conseguente attivazione
della ossido nitrico sintasi (NOS), produ-
zione di ossido nitrico (NO) e attivazione
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Figura | - Meccanismo di protezione cellulare indotto dal precondizionamento ischemico.

(A) Fase ischemica precondizionante: NE=Norepinefrine; UCN=Urocortins; ANP=Atrial Natriuretic Fac-
tor; BNP=Brain Natriuretic Factor; GPCR=G-protein coupled receptor; NPR, natriuretic peptide receptor;
PI3K=Phosphatydil-inositol 3 kinase; Akt=serine/threonine Kkinase; serine/threonine kinase
eNOS=endothelial Nitric Oxide Synthase; NO=Nitric Oxide; sGC=soluble Guanylate Cyclase;
GMP=Guanosine MonoPhosphate; pGC=particulate Guanylate Cyclase; PKG=Protein Kinase G;
PKC=Protein Kinase C; Cx43=Connexin 43; KATP=Mitochondrial potassium ATP-dependent channels;
ROS=Reactive Oxygen Species; MPTP=Mitochondrial Permeability Transition Pore; p38=p38 mitogen-
activated protein kinase.

(B) Riduzione danno da riperfusione (RISK): IGF-1, insulin-like growth factor; FGF-2, fibroblast growth
factor 2; GFR=Growth Factor Receptor; ERK=extracellular regulated kinase; P70S6K=p70 ribosomal S6
protein kinase; GSK3R=glycogen synthase kinase 3beta.

In (A) i numerinei quadrati indicano la fasi del meccanismo compromesse dal processo di invecchiamen-

to (Modificata da Abete et al., 2010).

della guanilatociclasi, della proteina chi-
nasi G (PKG) e della proteina chinasi C
(PKC). La PKC puo essere anche attivata
direttamente dal recettore del peptide na-
triuretico mediante I'adenosina o la guani-
latociclasi.

Tutti questi eventi conducono all’aper-
tura dei canali del potassio ATP-dipenden-
ti mitocondriali (mitoKATP) attraverso la
e-PKC. Lapertura dei canali mitoKATP

determina un afflusso di potassio con con-
seguente rigonfiamento dei mitocondri e
produzione di radicali liberi dell’ossigeno
(ROS); i ROS provocano a loro volta la for-
mazione della p38 chinasi mitogeno-atti-
vata e 'attivazione della PKC e successivo
“priming” del poro ed aumento della per-
meabilita mitocondriale (MPTP). Questo
meccanismo € stato proposto come fase
finale del pathway di segnalazione intra-
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cellulare nel PI. Le attuali evidenze sug-
geriscono che durante la fase di precon-
dizionamento il breve stimolo ischemico
provoca un’apertura reversibile del MPTP
e la successiva depolarizzazione mitocon-
driale con riduzione del gradiente per 'up-
take di Ca2+ nella matrice, processi che
in gran parte occorrono durante la riper-
fusione successiva ad una prolungato pe-
riodo ischemico. Durante la riperfusione
precoce conseguente allo stimolo di pre-
condizionamento, l'attivazione dei GPCR o
di recettori per i fattori di crescita provoca
asuavoltal'attivazione del programma del-
la chinasi di salvataggio dall'insulto della
riperfusione (RISK); quest’ultima prevede
la parallela attivazione del PI3K/Akt e del
sistema extracellulare regolato dalle chi-
nasi con l'attivazione a valle della proteina
chinasi ribosomale p70 S6 (p70S6K) e del-
la glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3p), le
quali provocano l'inibizione dell’apertura
del MPTP e quindi un incremento della
sopravvivenza delle cellule miocardiche
(4) (Figura 1).

Precondizionamento ischemico
"cerebrale”

I1 ruolo neuroprotettivo del PI cerebrale
¢ dimostrato da studi su mammiferi in vivo
e in vitro (14). Una prima prova del pre-
condizionamento ischemico cerebrale ve-
niva realizzata mediante I'induzione di un
insulto ischemico sub-letale che protegge-
va da successivi danni ischemici letali I'a-
rea ippocampale CA1 in modelli di gerbil-
lo (15). 11 PI cerebrale é stato confermato
anche in diversi altri modelli sperimentali,
come ad esempio I'ischemia transitoria fo-
cale o globale in modelli di ratto (16-18), il
modello di ischemia focale (19), modelli di
barriera emato-encefalica (20), culture di
neuroni (21, 22), cellule di endotelio cere-

brale (23), e in sezioni ippocampali di ratto
private dell’apporto di ossigeno e glucosio
(24). 11 PI cerebrale ¢ stato dimostrato an-
che in uno studio condotto su 12 pazien-
ti adulti con emorragia subaracnoidea
aneurismatica mediante una transitoria
(2 minuti) occlusione prossimale dell’ar-
teria seguita da 30 minuti di riperfusione
(25). In questo studio, un catetere inserito
nell’arteria ha mostrato un miglioramento
della tensione di ossigeno, dell’anidride
carbonica e del pH nel tessuto a rischio di
ischemia durante 'occlusione transitoria.

Numerosi stimoli e mediatori chimici
possono essere considerati “triggers” di
precondizionamento cerebrale: iperter-
mia, ipotermia, ipossia, specie reattive
dell’ossigeno, citochine infiammatorie, ini-
bizione mitocondriale, resveratrolo, ane-
stetici volatili, attivatori dei canali K-ATP,
antibiotici, proteina basica della mielina ed
E- selectina, sono tutti fattori in grado di
fornire resistenza al danno ischemico ce-
rebrale (26).

Numerosi studi clinici supportano I'e-
sistenza del fenomeno di PI nel cervello
umano. Lequivalente clinico di PI cere-
brale é I'attacco ischemico cerebrale tran-
sitorio (TIA), la cui presenza determina
una migliore prognosi nei pazienti con
ictus ischemico rispetto a quelli senza sto-
ria di pregresso TIA (27-31). In uno stu-
dio retrospettivo caso-controllo condotto
su 148 pazienti adulti con ictus, outcomes
favorevoli sono risultati significativamen-
te associati ai casi che avevano subito un
precedente TIA (27). In un altro studio, su
2.490 pazienti di eta <65 anni con diagno-
si di ictus, 293 pazienti con storia di TIA
omolaterale pochi giorni prima dell’even-
to ischemico cerebrale avevano esiti neu-
rologici favorevoli rispetto ai pazienti sen-
za precedenti TIA (28). I1 TIA che precede
l'ictus € stato associato a esiti favorevoli
anche in caso di ictus non lacunare, come
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dimostrato in un altro studio su 1.753 pa-
zienti di eta <65 anni (31). Inoltre & stato
dimostrato un miglioramento del pun-
teggio della National Institutes of Health
Stroke Scale (NIHSS) in pazienti adulti
con storia di TIA 1-7 giorni prima dello
stroke ischemico (32). Infine, le immagi-
ni di risonanza magnetica del cervello di
pazienti con danno cerebrale ischemico,
con e senza TIA antecedente, dimostrava-
no che l'estensione della lesione era chia-
ramente minore nei pazienti che avevano
avuto precedenti TIA (30). Al contrario,
uno studio su una coorte di 180 pazienti
con TIA e successivo ictus ischemico so-
pravvenuto entro 90 giorni non mostrava
corrispondenza tra la durata del TIA e la
probabilita di disabilita derivante da un
successivo ictus; inoltre, non vi era alcu-
na differenza in termini di disabilita tra i
pazienti nei quali lictus si era verificato
entro 1 giorno, tral e 7 giorni, otra 7 e 90
giorni dopo il TIA (33).

Riduzione eta-correlata
del precondizionamento ischemico

Diversi studi sperimentali e clinici ave-
vano dimostrato una riduzione eta-correla-
ta della protezione fornita dal PI nel cuore
invecchiato (4), inizialmente con esperi-
menti su cuore isolato e perfuso di ratti
dell’eta di 24 mesi sottoposti a PI median-
te un breve periodo di ischemia (2 minuti)
seguito da 10 minuti di riperfusione, dato
confermato da successivi numerosi studi
(Figura 2A) (34).

Come sottolineato in precedenza, 'angi-
na pre-infartuale ¢ stata identificata come
I'equivalente clinico di PI. Infatti, 'angina
che precede entro 48 ore un infarto del
miocardio esercita un effetto positivo sugli
outcomes relativi all’'ospedalizzazione in
pazienti adulti di eta <65 anni, ma non nei

pazienti di eta >65 anni (Figura 2B) (35). E
interessante notare che la restrizione calo-
rica e l'attivita fisica, da sole ma soprattut-
to in combinazione tra loro, sono in grado
di ripristinare la protezione mediata dal PI
nel cuore invecchiato sia nell’animale da
esperimento che nell'uomo (36-38).
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Figura 2 - Riduzione eta - correlata del precondizionamento
ischemico nel cuore di ratto isolato e perfuso (A): le colonne mo-
strano la percentuale di recupero, alla fine della riperfusione,
della pressione sviluppata nel ventricolo sinistro (LVDP) in cuori
di animali adulti ed invecchiati sottoposti a 20 min. di ischemia e
riperfusione per 40 min (Ischemia - IP) e sottoposti a stimolo
precondizionante ischemico per 2 minuti seguiti da 10 min. di
riperfusione e successivo periodo ischemia-riperfusione (Ische-
mia + IP) (*p<0.01 vs Ischemia - IP) (modificato da Abete et al.,
1996). La riduzione dell’effetto protettivo dell’angina pre-infartua-
le, quale equivalente clinico del precondizionamento ischemico &
mostrata in B: le colonne mostrano la percentuale di mortalita
ospedaliera per infarto acuto del miocardio in pazienti adulti ed
anziani con e senza angina pre-infartuale (*p<0.01 vs No Angina)
(modificato da Abete et al., 1997).
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Riduzione eta-correlata del
precondizionamento ischemico
"cerebrale”

Leffetto protettivo del PI nel cervello
¢ stato ben stabilito in molti studi su ani-
mali (39). Tuttavia non € ancora chiaro se
il PI sia presente nel cervello invecchiato
(40). Negli animali giovani il PI protegge i
neuroni della regione CA1l dell'ippocampo
dall'ischemia globale (18). In una popola-
zione di gerbilli invecchiati (eta compresa
tra 18 e 20 mesi), dieci giorni dopo l'ische-
mia si era ottenuta la protezione di oltre
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Figura 3 - Riduzione eta - correlata della tolleran-
za all'ischemia cerebrale (A): il “cerebral CA1 li-
ving cell ratio” era maggiore nell’animale adulto
sottoposto ad ischemia rispetto a quello invecchia-
to (32+/-6% vs.17+/-5%, *=p<0.05). La riduzione eta-
correlata del precondizionamento ischemico cere-
brale nell’animale invecchiato € mostrata in B
(adulto: 241+/-25%, vs invecchiato: 53+/-17%
p<0.0001) (B) (modificato da He et al., 2005).

I'80% dei neuroni dell’area CAl in animali
con precondizionamento ischemico ri-
spetto al 6% nel caso dei gerbilli ischemici.
(41). In pratica, il PI sembra fornire una
sostanziale neuro-protezione, ma lo stu-
dio non ha confrontato animali giovani vs
quelli invecchiati. In un altro studio in cui
ratti adulti ed invecchiati (tra 4 e 24 mesi di
vita) erano stati sottoposti a PI (cioé a 3 mi-
nuti di ischemia), seguito da un’ischemia
di 10 minuti, venivano eseguite a distanza
di 8 giorni dall'ischemia alcune valutazio-
ni istologiche e sullimmunoreattivita del
recettore per I'acido N-metil-D-aspartico 1
(NMDAr1) e del caspase-3 active peptide
(C3AP) nella regione CA1l dell'ippocam-
po. Lo studio ha mostrato che il grado di
protezione del cervello nei confronti dell’i-
schemia completa era ridotta nei ratti in-
vecchiati e precondizionati se confrontati
con i ratti adulti (Figura 3A-B) (42).

Analogamente al PI “cardiaco”, I'equi-
valente clinico del PI “cerebrale” ¢ rappre-
sentato dall’attacco ischemico transitorio
(TTA), ossia un breve evento ischemico
che si verifica prima di un’ischemia pro-
lungata nello stesso territorio vascolare
responsabile poi dello stroke ischemico
(39, 42). Studi condotti su pazienti di eta
<65 anni con ictus hanno mostrato risultati
clinici favorevoli nei casi con precedenti
TIA (27-31, 33). Allo stato attuale, i dati sul
PI “cerebrale” in pazienti anziani con ictus
sono limitati. In uno studio condotto su
203 pazienti di eta >65 anni con diagnosi
di ictus ischemico classificati in base alla
presenza (n=42, 21%) o assenza (n=161,
79%) di TIA entro 72 ore dall'insorgenza
dell'ictus, non sono emerse differenze si-
gnificative nei punteggi di NIHSS e Rankin
Scale Score modificata (Figura 4A-B) sia
al momento del ricovero che alla dimis-
sione, suggerendo che il meccanismo di
protezione del PI cerebrale sia ridotto nei
pazienti anziani (43).
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Figura 4 - Stato neurologico valutato con la
NIHSS (A) e disabilita valutata con la “Rankin sca-
le” modificata (B) in pazienti anziani con e senza
TIA pre-ictale. (modificato da Della-Morte et al.,
2009).

Meccanismi di riduzione eta-
correlata del precondizionamento
ischemico

Ad oggi sono stati proposti diversi mec-
canismi per spiegare la riduzione eta-cor-
relata della protezione mediata dal PI nel
cuore: tra le ipotesi piu accreditate, con
I'invecchiamento vi sarebbe una riduzio-
ne del rilascio di noradrenalina in risposta
allo stimolo di PI “cardiaco” (4). Inoltre,
diversi studi hanno dimostrato una com-
promissione della fase di innesco del PI e
dei meccanismi di trasduzione del segnale
(ad es. adenosina, PKC, metabolismo mi-
tocondriale, ecc.) (4).

In generale la compromissione della
protezione Pl-mediata nel cervello invec-

chiato puo essere dovuta a molteplici mec-
canismi, tra i quali riduzione del numero
di neuroni, alterazione nella funzione mito-
condriale con un aumentata produzione di
ROS, alterazione dell’espressione genica,
della regolazione metabolica e dell’omeo-
stasi intracellulare del calcio. Tutte queste
modifiche rendono 'organo pitl suscettibi-
le a fattori stressanti di varia natura tra i
quali, appunto, I'ischemia cerebrale (39).
In particolare, i profili dell’espressione ge-
nica conseguente allischemia cerebrale
mostrano una ridotta attivita trascriziona-
le, una up-regulation di geni pro-apoptotici
ed una down-regulation dell’assono- e
neuro-genesi nell’area peri-infartuale, che
sono piu marcate negli animali invecchiati
rispetto a quelli adulti (39). Questi risultati
suggeriscono che l'invecchiamento cere-
brale provocherebbe una up-regulation
dell’espressione genica, ma la risposta e
spesso sfumata e temporalmente non co-
ordinata in seguito all'ischemia cerebrale
(44).

Prospettive terapeutiche

E ormai accertato che il PI pud essere
utile nell’ambito della cardiochirurgia e
del trapianto cardiaco come meccanismo
aggiuntivo di protezione (11). Allo stato at-
tuale non sono ancora disponibili farmaci
e/o tecniche da applicare alla pratica clini-
ca che siano in grado di mimare l'effetto
protettivo del PI nel cervello (45). Recen-
temente sono stati proposti gli attivatori ed
inibitori selettivi dell'isoenzima PKC come
potenziali composti terapeutici sia a livello
cardiaco che cerebrale in virtu della loro
capacita di determinare effetti benefici
0 nocivi in risposta all'insulto ischemico
(39, 44, 45). In particolare, i ye-recettori
per chinasi C attivata (RACK), un peptide
attivatore ePKC-selettivo, iniettato per via
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endovenosa 30 minuti prima dell'induzio-
ne di ischemia cerebrale globale conferiva
neuroprotezione nella regione ippocampa-
le CA1 del ratto (46). Al contrario, nell’a-
nimale da esperimento, € stato dimostrato
che un trattamento con inibitore specifi-
co SPKC (8V1-1) prima dell’esposizione
all'ischemia cerebrale migliorava la per-
fusione dopo 24 ore e riduceva la morte
neuronale a livello della regione CAl
dell'ippocampo 7 giorni dopo 'occlusione
dell’arteria (47).

Tali risultati suggeriscono un ruolo op-
posto tra SPKC e ¢PKC nel meccanismo
di neuroprotezione Pl-mediata. Infine il
resveratrolo, un polifenolo naturale pre-
sente nell’'uva e nel vino, sarebbe in grado
di mimare il PI inducendo neuroprotezio-
ne nei confronti dell'insulto ischemico in
studi sia in vitro che in vivo (26, 48): sia
il resveratrolo che il PI sono in grado di
incrementare lattivita della SIRT1 e ri-
durre la proteina di disaccoppiamento 2
(UCP2) alivello mitocondriale, con conse-
guente aumento del consumo di ossigeno
mitocondriale a livello dell'ippocampo. A
tutt’oggi non sono noti gli effetti positivi
generati dall’esercizio fisico e dalla restri-
zione calorica sul ripristino del PI nel cer-
vello dell’anziano (4).

RIASSUNTO

Conclusioni

Tutte le evidenze finora disponibili di-
mostrano chiaramente che il precondizio-
namento ischemico cerebrale in risposta
ad un breve periodo di ischemia attivereb-
be specifici pathways in grado di proteg-
gere il cervello da un insulto ischemico
prolungato e migliorerebbe la prognosi in
caso di successivi eventi ischemici. Tale
potente meccanismo protettivo sembre-
rebbe tuttavia ridursi con I'invecchiamen-
to cerebrale, come dimostrato da molte-
plici studi sull’animale da esperimento e
nell’'uomo.

Leventuale assenza della capacita di
precondizionamento nel cervello potreb-
be quindi in parte spiegare la pill elevata
mortalita per ictus osservata nel paziente
anziano.

Alcuni presidi in grado di mimare ef-
fetto del precondizionamento “cerebrale”
potrebbero infine rappresentare una nuo-
va e potente opzione terapeutica per il trat-
tamento dell'ictus ischemico nell’anziano,
ma sono necessari ulteriori studi per com-
prendere il meccanismo alla base della
riduzione del PI cerebrale legata all'invec-
chiamento e poter trasferire queste evi-
denze nella pratica clinica.

Lictus ischemico € una delle principali cause di morte nei paesi industrializzati in soggetti di eta supe-
riore ai 65 anni. Le ragioni sono ancora da chiarire, ma tra queste € stata proposta una riduzione dei
meccanismi endogeni di difesa nei confronti degli insulti ischemici. Il meccanismo di precondiziona-
mento ischemico “cerebrale” e caratterizzato da un breve episodio di ischemia che rende il cervello
piu resistente nei confronti di successivi eventi ischemici prolungati: tale “tolleranza ischemica” e stata
dimostrata in numerosi modelli sperimentali di ischemia cerebrale ed in alcuni studi clinici. Tuttavia
studi sia sperimentali che clinici hanno evidenziato una compromissione eta - correlata dei meccani-
smi di precondizionamento ischemico cerebrale, probabilmente a causa di alterazioni del rilascio di
mediatori e/o dei pathways intracellulari. Un nuovo potente strumento per il trattamento dell’ictus
ischemico nell’anziano potrebbe quindi essere rappresentato da agenti in grado di mimare 'effetto
del precondizionamento ischemico "cerebrale”, meccanismo che sembra essere compromesso con

I'invecchiamento.

Parole chiave: Precondizionamento ischemico, ictus, attacco ischemico transitorio cerebrale, mor-

talita, anziano.
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