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SOMMARIO 

 

Introduzione: l'invecchiamento porta ad un aumento dei livelli di 

catecolamine circolante che contribuiscono alla disfunzione del recettore 

adrenergico cardiaco e alla sua desensibilizzazione. Nel cervello, i fattori 

neurotrofici, in particolare il brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 

promuovono il benessere dei neuroni, quindi funzionano, incluso il 

riassorbimento dei neurotrasmettitori vitali per la comunicazione sinaptica. 

Scopo: In questo lavoro di tesi, abbiamo testato se nel cuore senile, una 

riduzione dell’innervazione autonomica, insieme alle neurotrofine 

associate, potesse comportare una perdita nel controllo autonomico della 

funzione miocardica e nello spillover delle catecolamine. Metodi: 

Abbiamo usato ratti Fisher giovani (3 mesi; n=10) e anziani (24 mesi; 

n=11) e cellule di neuroblastoma umano (SH-SY5Y). Risultati: Rispetto 

ai ratti giovani, quelli anziani mostrano una marcata riduzione della densità 

complessiva delle fibre nervose autonomiche, che colpisce sia i 

compartimenti simpatici che colinergici, secondo la colorazione 

immunoistochimica con dopamina β-idrossilasi (dβh) e del trasportatore di 

acetilcolina vescicolare (VaChT). L'analisi immunoblot eseguita nei lisati 

di ventricolo sinistro dei ratti anziani ha anche rivelato una pronunciata 

sottoregolazione dei fattori GAP-43 e di BDNF. Successivamente, 

abbiamo cercato di determinare se l'invecchiamento compromette la 

capacità autocrina delle fibre autonomiche. A tal fine, abbiamo stimolato le 

cellule SH-SY5Y in vitro con siero ottenuto da sangue periferico dei ratti 

giovani o degli anziani. Entrambi i sieri aumentavano la neuritogenesi 

delle SH-SY5Y (saggiata tramite saggio cristallo violetto); tuttavia, questo 

effetto risultava notevolmente ridotto in cellule coltivate con siero di ratti 

anziani; e in queste stesse cellule, è stato evidente un marcato calo sia dei 

livelli GAP- 43 che BDNF rispetto a quelli trattati con siero di ratto 

giovane. Conclusione: L'invecchiamento favorisce un depauperamento 
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generale delle fibre autonomiche, e la mancanza di BDNF neuronale 

probabilmente contribuisce a questa perdita quantitativa e qualitativa.        
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1. INTRODUZIONE 

L’invecchiamento fisiologico può essere definito come un complesso 

meccanismo multifattoriale caratterizzato da una progressiva disfunzione 

multiorgano e graduale perdita delle capacità funzionali residue nei 

processi biologici, fisiologici, comportamentali e sociali ed è associato ad 

un aumentato rischio di morbilità e mortalità [1]. È importante sottolineare 

che, sebbene questi cambiamenti legati all'età siano generalmente benigni 

(ad esempio, capelli brizzolati) altri si traducono in un progressivo 

decadimento che coinvolge diversi distretti con sensibile incremento della 

fragilità, disabilità e consequenziale aumento della suscettibilità e 

frequenza di processi patologici [2-3]. Per tale motivo quindi, 

l'invecchiamento costituisce un fattore di rischio rilevante in numerosi 

disturbi cronici riscontrati nell'uomo [4]. In particolare, le malattie 

cardiovascolari rappresentano la principale causa di morte, 

ospedalizzazione, disabilità con relativo incremento dei costi sanitari in 

tutto il mondo [5-6]. Dunque alla luce di quanto esposto, innovative 

strategie terapeutiche e nuovi promettenti target farmacologici 

risulterebbero necessari al fine di ridimensionare l'onerosa e gravosa spesa 

sanitaria.  

È importante sottolineare che il cuore del paziente anziano è caratterizzato 

da una serie di alterazioni morfologiche ed anatomiche quali ipertrofia 

ventricolare sinistra, dilatazione atriale e delle cavità ventricolari e 
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calcificazione delle valvole e delle arterie coronarie [7-9]. Tali 

modificazioni, si accompagnano a sostanziali alterazioni funzionali che si 

rendono più evidenti sotto sforzo: diminuzione della riserva funzionale e 

della frequenza cardiaca massima, deterioramento del sistema di 

conduzione, aumento del post-carico e compromissione della funzione 

diastolica [10]. Diversi studi inoltre, hanno dimostrato l’impatto 

dell’invecchiamento sull’alterazione dell’omeostasi di diversi sistemi 

neuro-ormonali, tra i quali il sistema nervoso simpatico (SNS). Il graduale 

rimodellamento dell’attività del SNS caratterizzato dall’incremento delle 

catecolammine circolanti risulta essere associato all’insorgenza di 

numerose patologie cardiache età-correlate quali lo scompenso cardiaco 

(SC). La sostenuta e protratta iperattività simpatica, comporta inoltre, un 

progressivo deterioramento del signaling dei recettori β-adrenergici (βAR) 

cardiaci [11] con conseguente alterazione del signaling adrenergico 

cellulare e della capacità contrattile, portando ad un rimodellamento 

cardiaco disadattivo con aumento dell’apoptosi, dell’infiammazione, della 

fibrosi interstiziale e dell’ipertrofia. Questi fenomeni sono stati 

ampiamente descritti ed osservati in pazienti affetti da SC, in cui è stata 

riscontrato una significativa riduzione della componente adrenergica nel 

tessuto miocardico [12] con sensibile riduzione della quota delle 

catecolammine [13-14] e pertanto, consequenziale peggioramento della 

funzione cardiaca ed aumento della mortalità.  
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Dunque, è ragionevole ipotizzare che il sensibile incremento dell'attività 

adrenergica correlato all'avanzare dell'età contribuisca significativamente 

ad una progressiva denervazione miocardica e, parallelo aumento della 

mortalità cardiovascolare, osservato nella popolazione anziana [15-16]. 

Tuttavia, nonostante i numerosi risultati emersi dalla ricerca clinica e 

molecolare condotti sul cuore dei soggetti anziani, i meccanismi sottostanti 

all’incremento dell’attività adrenergica sistemica età- correlata ed i suoi 

effetti sulla funzionalità miocardica ed il sistema nervoso autonomo 

cardiaco (ANS) non sono stati però ancora pienamente chiariti. Infatti, 

diversi studi hanno valutato solo indirettamente lo stato dell’ANS nel 

cuore dei soggetti anziani, misurando i livelli di noradrenalina circolante o 

mediante 123I-metaiodobenzilguanidina (123I-MIBG) [17].  

La MIBG è un derivato dell'urea farmacologicamente inattivo che, simile 

alla noradrenalina, viene assorbito tramite il meccanismo di trasporto della 

norepinefrina umana, immagazzinato in vescicole e secreto in risposta a 

una varietà di stimoli [18-22]. La MIBG può essere marcata con iodio 

radioattivo (più comunemente 123 Iodio) per diventare 123I-MIBG, ed è 

assorbita dalle terminazioni nervose postgangliari, presinaptiche [23-27]. 

La MIBG radiomarcata è considerata un noto agente di imaging dei 

neuroni simpatici, utile per studiare gli organi che sono riccamente 

innervati dal sistema nervoso simpatico [24-27]. Dopo la depolarizzazione, 

la MIBG viene rilasciata nello spazio sinaptico, in maniera simile alla 
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noradrenalina, ma non viene metabolizzata [24-27]. È stato dimostrato che 

l'assorbimento di 123I-MIBG è correlato all'innervazione adrenergica [24, 

26-27]. Pertanto, la scintigrafia 123I-MIBG rivela non solo la presenza di 

innervazione noradrenergica ma anche la sua capacità funzionale [18]. 

Tuttavia nonostante queste informazioni, il processo di rimodellamento 

dell’ASN nel cuore senile richiede ulteriori approfondimenti.  

Inoltre, è importante sottolineare che fattori neurotrofici come il brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) e il nerve growth factor (NGF) sono 

fattori coinvolti nel differenziamento, sviluppo e maturazione delle cellule 

neuronali [28-29, 38]. Queste molecole vengono rilasciate dal tessuto 

bersaglio innervato con effetti paracrini e autocrini, regolando la 

sopravvivenza dei neuroni [28], contrastando l'apoptosi cellulare e 

risultano anche coinvolti nel differenziamento delle cellule progenitrici. I 

fattori neurotrofici sono una famiglia di biomolecole, principalmente 

peptidi o piccole proteine che supportano la crescita, la sopravvivenza e la 

differenziazione dei neuroni in via di sviluppo e maturi. La maggior parte 

delle neurotrofine [30] esercitano i loro effetti trofici sui neuroni attraverso 

il signaling della tirosin chinasi (Trk) [31]. Inoltre nel sistema nervoso 

maturo, questi neuropeptidi stimolano la sopravvivenza neuronale [32], 

inducono la plasticità sinaptica [33] e modulano la formazione della 

memoria a lungo termine. In particolare, le neurotrofine stimolano la 

crescita iniziale e lo sviluppo dei neuroni nel sistema nervoso centrale e 
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periferico [34] ed alcune di esse, vengono rilasciate dal tessuto bersaglio 

per modulare la crescita degli assoni in via di sviluppo. Inoltre, è stato 

dimostrato che questi fattori sono coinvolti nella regolazione fisiologica e 

patologica del sistema cardiovascolare [35-36]. Ad esempio, studi 

precedenti hanno descritto un ruolo cruciale per BDNF e NGF nel corretto 

sviluppo e nella funzione cardiaca [37-38]. Infine, è stato dimostrato che la 

riduzione dell'espressione di questi marcatori neurotrofici costituisce un 

importante fattore nella progressione e declino della funzionalità cardiaca e 

del rimodellamento maladattativo [39-40].  
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2. SCOPO DELLO STUDIO 

 

L’invecchiamento si associa ad un rimodellamento del sistema nervoso 

autonomo, probabilmente anche come risposta compensatoria delle 

modificazioni morfo-strutturali dei diversi organi ed apparati, portando 

così ad una progressiva denervazione periferica. Diversi studi clinici hanno 

inoltre dimostrato, come le alterazioni del ANS del cuore possano essere 

conseguenza di numerose patologie cardiache e non cardiache. Tuttavia, 

l’alterazione dell’anatomia dell’innervazione del cuore correla con la 

progressiva disfunzione dell’attività cardiaca e si associa a fenomeni 

aritmogenetici osservati in diverse condizioni morbose quali l’infarto del 

miocardio acuto (IMA) e lo SC. Pertanto, tale studio si propone di indagare 

gli effetti dell’invecchiamento fisiologico sulla rete nervosa cardiaca ed il 

suo impatto sulle neurotrofine, in particolare NGF e BDNF.   
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3. MATERIALI E METODI 

 

Modello animale e disegno sperimentale 

Tutti gli esperimenti e i protocolli sugli animali sono stati eseguiti secondo 

le linee guida del Comitato Istituzionale per la cura e l'uso degli animali 

dell'Università Federico II di Napoli, Italia. Ratti Fisher maschi di 3 mesi 

(gruppo giovane, N = 10) e 24 mesi (gruppo anziano, N = 11) sono stati 

acquistati dal Jackson Research Laboratory (Bar Harbor, ME) e lasciati 

acclimatare per 10 giorni alle condizioni standard proposte dal comitato 

locale per la cura ed il benessere degli animali.  

 

Valutazioni istologiche 

Dopo l’eutanasia, i campioni cardiaci espiantati sono stati pesati e fissati in 

paraformaldeide al 4% (Sigma, St. Louis, MO, USA) ed inclusi in 

paraffina. In seguito, sono stati sottoposti a taglio con microtomo, 

ottenendo sezioni dello spessore di 5 μm, che sono poi state deparaffinate 

ed idratate in serie alcolica decrescente.  

 

Fibrosi 

Per la valutazione della percentuale di fibrosi interstiziale e l’area 

d’infarto, sezioni di ventricolo sinistro sono state sottoposte ad una 

colorazione con l’1% di Sirius Red (rosso sirio) in acido picrico (Sigma 
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Aldrich, St. Louis, Missouri). In seguito, le sezioni istologiche sono state 

lavate e disidratate mediante passaggio in etanolo assoluto (100%, per tre 

volte) e soluzione di deparaffinazione (histolemon). Infine, sono state 

montate per la visualizzazione al microscopio. Per ogni sezione istologica 

sono state acquisite 5 immagini utilizzando un microscopio Motic® BA410 

[41].  

La percentuale di area fibrotica è stata calcolata tramite il software ImageJ 

come rapporto tra l’estensione in mm2 dell’area infartuata rispetto all’area 

totale.  

 

Densità capillare  

La lectina biotinilata di Bandeiraea Simplicifolia (Sigma, St. Louis, MO) 

ed il sistema di amplificazione del segnale con Tiramide (TSA-Biotin 

System Kit, Perkin Elmer Life Sciences, MA) sono stati utilizzati per 

valutare la densità capillare. In particolare, la lectina biotinilata svolge un 

ruolo fondamentale legandosi in maniera altamente specifica alle 

glicoproteine presenti sulla superficie delle cellule endoteliali umane, 

consentendo così di discriminare questa tipologia di cellule dagli altri 

citotipi. Le sezioni dei cuori di ratto sono state incubate per 20 minuti con 

perossido di idrogeno (H2O2) al 3%, al fine di favorire il quenching delle 

perossidasi endogene, e successivamente lavate per 5 minuti in PBS 1X. 

Dopo aver trattato i campioni con buffer TNB (0,1 M Tris-HCl, 0,15 M 
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NaCl, 0.05% di Tween®) agitandoli per 30 minuti a temperatura ambiente, 

gli stessi sono stati incubati con lectina biotinilata (1:100 in TNB) 

agitandoli per un’ora a temperatura ambiente. Dopo gli opportuni lavaggi, 

le sezioni sono state incubate, sia prima che dopo trattamento con biotinil-

tiramide (reagente di amplificazione del segnale), con streptavidina 

coniugata alla perossidasi del rafano (HRP). Il segnale specifico di legame 

alle cellule endoteliali dei capillari è stato analizzato mediante rilevazione 

con Streptavidina-Perossidasi, trattata per 30 secondi con il substrato 

cromogenico DAB (di-aminobenzidina).  

La densità vascolare (intesa come numero di vasi per mm2) è stata valutata 

mediante metodica planimetrica, che prevede l’impiego di un reticolo-test 

inserito nell’oculare di un microscopio ottico [42].   

Pertanto, per ogni sezione istologica sono state acquisite 5 immagini 

utilizzando un microscopio Motic® BA410.  

 

Ipertrofia cardiaca 

Per valutare l'ipertrofia cardiaca, sezioni di ventricolo sinistro di 5 µm di 

ciascun gruppo sperimentale sono state colorate con 5 µg/ml di agglutinina 

del germe di grano (WGA; # W834, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, Stati Uniti) [43]. L'agglutinina del germe di grano (WGA) coniugata 

a specifici fluorocromi, si lega selettivamente ai residui di N-

acetilglucosamina e acido N-acetilneuraminico (acido sialico) sulle 
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glicoproteine della membrana plasmatica, consentendo di identificare e 

riconoscere i confini ed i margini cellulari. 

Successivamente, le sezioni cardiache sono state reidratate, lavate con 

PBS, permeabilizzate in PBS-Triton (0,1%) ed incubate a 37°C per 20 

min. Infine, dopo ulteriori lavaggi in PBS 1X, i vetrini coprioggetto 

contenenti le sezioni marcate sono stati montati con balsamo acquoso 

4’,6’-diamidino-2-fenilindolo (DAPI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) 

ed osservati al microscopio a fluorescenza. Le immagini fluorescenti sono 

state acquisite utilizzando ZOETM Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad). Per 

ogni campione sono stati selezionati in modo casuale cinque campi per 

sezione e sono stati calcolati un totale di 50 cellule/per ratto dalle cinque 

aree (10 cellule/area). Il diametro medio dei cardiomiociti (µm) è stato 

misurato per valutare l'ipertrofia cardiaca mediante il software ImageJ.  

 

Innervazione cardiaca 

La valutazione dell’innervazione cardiaca è stata effettuata mediante 

tecnica d’immunofluorescenza indiretta.  

I campioni cardiaci sono stati fissati per una notte nella soluzione fredda di 

Zamboni (paraformaldeide al 2% ed acido picrico) a 4°C, quindi 

crioprotetti con il 20% di saccarosio in PBS per 24 ore a 4°C e sezionati 

(sezioni di 20 µm di spessore) mediante microtomo a freddo scorrevole 

(Leica 2000R, Germania). Le sezioni sono state colorate tramite il metodo 
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di immunofluorescenza indiretta ed incubate per tutta la notte a 4°C con 

anticorpi primari anti-dopamina β-idrossilasi (DβH; 39600506- Bio- Rad 

1: 150) per identificare le fibre nervose adrenergiche e l'anticorpi 

policlonale contro il trasportatore vescicolare dell'acetilcolina (VaChT; H- 

V007 - Phoenix Pharmaceuticals.Inc.1: 400) al fine di marcare le 

terminazioni nervose parasimpatiche. La maggior parte delle fibre nervose 

cardiache mostrava una disposizione regolare lungo i cardiomiociti [44-

45]. Le fibre nervose cardiache sono state calcolate utilizzando una griglia 

quadrata con 24 reticoli (area 1 cm2 per ciascuna) sovrapposte alle 

immagini digitali acquisite mediante microscopio confocale non laser 

(sistema confocale Apotome; Zeiss, Oberkochen, Germania) con obiettivo 

20X. Per ogni campione sono state scelte tre sezioni e selezionati in modo 

casuale cinque campi per sezione. La densità delle fibre nervose 

autonomiche cardiache è stata quantificata ed espressa come il numero 

medio di fibre per area (fibre/mm2).     

 

Estrazione proteica  

Le cellule e i campioni di ventricolo sinistro (VS) sono stati lisati 

attraverso un saggio di radio-immunoprecipitazione (RIPA buffer). Le 

cellule sono state risospese in un volume di tampone di lisi (10 mM 

Tris/HCl a pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM EDTA pH 8, 1% Triton X-100) 

contenente 1X sia di inibitori delle fosfatasi (PhosSTOP-Roche, 
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Indianapolis, IN, USA) che di inibitori di proteasi (cOmplete-Roche, 

Indianapolis, IN, USA). Gli estratti cellulari sono stati centrifugati a 1.300 

x g per 5 minuti a 4°C, i surnatanti (contenenti l’estratto proteico) sono 

stati raccolti e poi quantizzati effettuando il saggio proteico DC™ Protein 

Assay (Bio-Rad), letto a 750 nm utilizzando un lettore di micropiastre 

Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific).  

 

Analisi con Western-Blot 

Le proteine, caricate in un quantitativo pari a 30µg, sono state separate 

mediante l’utilizzo di gel di poliacrilammide in presenza di sodio-dodecil-

solfato (SDS-PAGE) pre-cast a gradiente 4-20% (Invitrogen) e, 

successivamente, sono state trasferite su una membrana di 

polivinilidenfluoruro (PVDF, Bio-Rad). Dopo aver utilizzato una 

soluzione di blocco con latte al 5% in TBS-Tween 0,1% per un’ora, le 

membrane sono state incubate con l'anticorpo primario a 4°C per tutta la 

notte secondo le istruzioni del produttore. Il giorno seguente, le membrane 

sono state lavate con TBS-Tween 0,1% e le proteine sono state esposte al 

corrispondente anticorpo secondario per un’ora, per essere poi visualizzate 

con il sistema chemi-doc XRS (Bio-Rad). L'analisi densitometrica 

quantitativa è stata eseguita utilizzando il software di imaging XRS chemi-

doc [46].    

Sono stati valutati i livelli proteici di:  
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- Brain-derived neurotrophic factor (BDNF, ANT-010, Alomone 

Labs, 1:1000);  

- Nerve growth factor (NGF, sc-548, H-20; Santa Cruz 

Biotechnology; 1:1000);  

- Cleaved Caspase-3 (CC3; Asp175, #9661; Cell Signaling 1:1000); 

- Collagen III-A1 (COL3A1; sc8780, S-17; Santa Cruz 

Biotechnology; 1:1000);  

- Growth Associated Protein 43 (GAP-43, AB5220, Sigma Aldrich, 

1:1,000) 

- Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH, SC-

32233, 6C5, Santa Cruz Biotechnology, 1:2.000).  

 

Saggio immunoenzimatico ELISA 

I livelli sierici di NGF e BDNF sono stati valutati mediante il kit 

commerciale ELISA (biosensis®- BEK-2227) secondo le indicazioni 

riportate nel protocollo del produttore. Al termine del periodo di studio, 

per ogni singolo animale appartenente ad entrambi i gruppi sperimentali (n 

= 7 a 8 di ciascun gruppo) è stato raccolto 1 mL di sangue. I campioni di 

sangue sono stati centrifugati a 250 x g a 15°C per 15 minuti. Il saggio 

ELISA è stato eseguito utilizzando 25 μL di siero di ciascun ratto. Infine, i 

campioni sono stati quantizzati secondo le istruzioni del kit ELISA e la 
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piastra è stata letta a 450 nm utilizzando un lettore di micropiastre 

Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific).  

 

Condizioni di coltura cellulare e stimolazione  

Le cellule neuronali SH-SY5Y (Human Neuroblastoma Cell Line) sono 

state acquistate presso l’ATCC (ATCC® CRL-2266 ™) e mantenute in 

DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) 

integrato con il 10% di FBS e 1% di P/S. Per gli esperimenti con siero di 

ratto, le cellule sono state deprivate di siero per 24 ore e successivamente, 

stimolate con il 4% di siero di ratto giovane o anziano per 24 ore.  

 

Saggio della crescita dei neuriti delle cellule neuronali (SH-SY5Y)  

Per valutare la crescita dei neuriti delle cellule neuronali, è stato effettuato 

un saggio colorimetrico con una soluzione di cristallo violetto. Le SH-

SY5Y coltivale in piastre di Nunclon sono state fissate con 

paraformaldeide al 4% per 10 minuti, lavate in PBS 1X e colorate con 

soluzione di cristal violetto allo 0,1% (Sigma) per 10 minuti. 

Successivamente, le immagini sono state acquisite mediante microscopio 

BA410 (Motic®). Per ogni campione sono state selezionate in modo 

casuale cinque aree (10-30 cellule per area) e la lunghezza dei neuriti delle 
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cellule neuronali è stata misurata utilizzando il software ImageJ (NIH, 

versione 1.30) [47].  

 

Analisi Statistiche 

I risultati ottenuti sono stati espressi come media ± errore standard. La 

significatività statistica è stata determinata mediante il test t-Student o 

tramite il test esatto di Mann-Whitney, nel momento in cui il numero dei 

campioni era inferiore a 10. Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando il 

software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, California). La 

significatività statistica è stata accettata con un valore di p*<0,05.   
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5. RISULTATI 

 

5.1 L'invecchiamento esercita un impatto negativo sulla fibrosi 

miocardica interstiziale, sulla vascolarizzazione e sull'innervazione  

Come abbiamo discusso sopra, l'invecchiamento rappresenta uno dei 

fattori di rischio dominanti per le malattie cardiovascolari. Pertanto, come 

illustrato in Figura 1, per studiare gli effetti del processo di invecchiamento 

sull'innervazione autonomica, abbiamo utilizzato ratti Fisher anziani (24 

mesi) mentre come controllo, abbiamo utilizzato ratti giovani (di 3 mesi) 

[48-49]. Come previsto, il miocardio dei ratti anziani presentava un 

incremento della fibrosi interstiziale (Fig. 2A) che era associata ad 

un'aumentata espressione di Collagene, Tipo III alfa-1 (COL3A1, Fig. 2B), 

rispetto ai cuori giovani. Inoltre, abbiamo osservato che il processo di 

invecchiamento era accompagnato da una ridotta vascolarizzazione 

cardiaca (Fig. 2C), un aumento significativo dell'ipertrofia dei 

cardiomiociti, come valutato dal saggio dell'agglutinina di germe di grano 

(WGA) (Fig. 2D) e da un aumentato tasso apoptotico (Fig. 2E). 

Successivamente, abbiamo analizzato la densità delle fibre nervose 

simpatiche e colinergiche cardiache mediante la marcatura della dopamina-

β idrossilasi (DβH) e del trasportatore vescicolare dell'acetilcolina 

(VaChT) nelle sezioni cardiache di ciascun gruppo sperimentale. In 

particolare, è stata osservata una significativa compromissione delle fibre 
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positive alla marcatura con DβH (DβH+) e VaChT+ nei ratti anziani rispetto 

a quelli giovani (Fig. 2F-G), confermando così l'ipotesi che 

l'invecchiamento si accompagna ad una progressiva degenerazione 

dell’ANS.  

 

5.2 Effetti dell'invecchiamento sulla sintesi e secrezione di BDNF e 

NGF  

Successivamente abbiamo studiato gli effetti dell'invecchiamento sulla 

sintesi e secrezione di BDNF e NGF sia a livello sistemico che a livello 

miocardico. I nostri risultati hanno dimostrato che nei ratti anziani c'è una 

significativa riduzione dei livelli di proteina BDNF sia circolanti che 

cardiaci (Fig. 3A-B). È interessante osservare, che il processo di 

invecchiamento non ha esercitato alcun effetto sull'espressione o sulla 

secrezione di NGF, sia a livello cardiaco che sistemico (Fig. 3C-D). In 

effetti, i livelli di proteina NGF erano simili tra il gruppo di ratti giovani ed 

anziani. 

Infine, abbiamo analizzato i livelli di espressione miocardica della proteina 

43 associata alla crescita (GAP-43) come marker della rigenerazione delle 

fibre nervose. Come mostrato in Figura 3E, che nei cuori senili è stata 

riscontrata una significativa riduzione dei livelli di GAP-43 rispetto al 

gruppo dei giovani.  
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5.3 Effetti del siero di ratto anziano sui fattori neurotrofici e sulla 

funzione neuronale in vitro nelle cellule SH-SY5Y  

I nostri dati in vivo dimostrano che il processo di invecchiamento è in 

grado di indurre un significativo depauperamento delle fibre nervose 

autonomiche all'interno del tessuto miocardico. Tuttavia, per indagare 

ulteriormente se e come l'invecchiamento influisce sulla formazione dei 

neuriti delle cellule neuronali, abbiamo stimolato, in vitro, cellule di 

neuroblastoma umano (SH-SY5Y) con il siero dei ratti giovani ed anziani 

per 24 ore (4% siero di ratto in DMEM/F-12 senza siero). 

Successivamente, abbiamo valutato gli effetti della stimolazione del siero 

sull'espressione delle proteine GAP-43, BDNF e NGF. Da notare, che la 

stimolazione del siero di ratto anziano ha comportato una riduzione 

significativa sia dell'espressione della proteina GAP-43 che BDNF rispetto 

alle cellule stimolate con siero di ratto giovane (Fig. 4A-B-C). Al 

contrario, non sono state osservate variazioni dei livelli di espressione 

della proteina NGF a seguito della stimolazione con siero di ratto giovane 

o anziano (Fig. 4D). Infine, abbiamo analizzato gli effetti della 

stimolazione del siero sulla crescita neuronale. In particolare, nelle cellule 

stimolate con siero di ratto anziano, abbiamo osservato una marcata 

compromissione della neuritogenesi, rispetto a quelle trattate con siero 

giovane (Fig. 4E). Pertanto, questi risultati confermano che 



 23 

l'invecchiamento induce un rimodellamento maladattativo della crescita 

delle fibre nervose suggerendo così una graduale degenerazione neuronale 

età- dipendente.   

 

 6. DISCUSSIONE  

L'invecchiamento cardiaco nei modelli murini riassume le modificazioni 

legate all'età, riscontrate nei cuori umani [50-51]. Ad esempio, nel nostro 

modello di ratto, abbiamo osservato che l'invecchiamento è associato ad un 

aumento significativo della percentuale di fibrosi ed ipertrofia miocardica, 

con una marcata compromissione della densità capillare. Da notare che con 

questo modello abbiamo confermato i dati descritti anche in altri studi 

precedenti, che suggerivano che una riduzione dell'innervazione 

autonomica età-dipendente costituisce un importante fattore di rischio o 

contribuisce significativamente allo sviluppo e alla progressione delle 

malattie cardiovascolari [52]. A tal riguardo, abbiamo osservato che i cuori 

di ratto anziano presentavano una ridotta densità delle fibre nervose 

simpatiche e colinergiche, a sostegno di un nostro precedente studio che 

mostrava l’impatto dell’invecchiamento sull'innervazione cardiaca, in una 

popolazione di pazienti con SC [17]. In seguito, questo studio mostra per la 

prima volta gli effetti del processo di invecchiamento sulla sintesi e sul 

rilascio dei fattori neurotrofici BDNF e NGF. Sorprendentemente, i nostri 

dati dimostrano che l'invecchiamento influisce solo sull'espressione del 
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BDNF sia a livello cardiaco che a livello sistemico. Infine, i nostri dati 

mostrano che il trattamento con siero di ratto anziano determina una 

compromissione della funzionalità neuronale con ridotta neuritogenesi 

rispetto alla stimolazione con siero giovane. Tali effetti si associano anche 

ad una significativa riduzione dell'espressione sia del fattore BDNF che del 

GAP-43 nelle cellule neuronali trattate con siero anziano comparate con 

quelle trattate con siero di ratti giovani.   

 

7. LIMITI DELLO STUDIO 

Il presente studio, presenta alcune limitazioni. In primo luogo, non 

abbiamo monitorato la funzione del ventricolo sinistro nel nostro modello 

di ratto. Tuttavia, è importante sottolineare che l'obiettivo principale del 

presente studio era di determinare se e come l'invecchiamento influenzasse 

l'innervazione autonomica del miocardio. In ogni caso, non ci aspettavamo 

cambiamenti significativi in termini di funzione ventricolare sinistra come 

precedentemente dimostrato [53]. In secondo luogo, non abbiamo 

approfondito la composizione specifica del siero di ratto anziano, rispetto a 

quello giovane. Tuttavia, la nostra analisi preliminare che esplora qualsiasi 

differenza nei livelli di secrezione di fattori neurotrofici come BDNF e 

NGF, suggerisce che la compromissione del BDNF potrebbe essere 

associata a una parte degli effetti osservati nei cuori anziani. Altra 

limitazione è legata alla mancata investigazione dei meccanismi inerenti la 
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modulazione del BDNF, sia a livello centrale che periferico; aspetto che 

stimola ulteriori e dettagliati approfondimenti in merito. Infine, sebbene 

non abbiamo osservato alcun effetto sull'NGF, non possiamo escludere che 

altre anomalie nell'espressione e nel rilascio di fattori neurotrofici (es. 

NT3, NT4, ecc.) possano mediare un effetto sulla funzione delle cellule 

neuronali.   

 

 

8. CONCLUSIONE  

I dati ottenuti in questo studio confermano precedenti osservazioni 

indirette circa il ruolo deleterio del processo di invecchiamento 

sull'omeostasi del sistema nervoso cardiaco. Inoltre, i nostri dati 

dimostrano che tale effetto si associa ad una riduzione del fattore BDNF 

sia cardiaco che sistemico, spiegando così almeno in parte come il 

processo di invecchiamento induce un rimodellamento avverso 

dell'innervazione autonomica, aumentando così il rischio di sviluppare 

malattie cardiovascolari.   
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Figure 

 

Figura 1. Disegno sperimentale dello studio. A) Disegno complessivo 

dello studio di 24 mesi.   
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Figura 2A. Valutazione della fibrosi cardiaca in un modello 

d'invecchiamento fisiologico. Immagini rappresentative (pannelli 

superiori) ed analisi quantitativa (pannello inferiore) della percentuale di 

fibrosi cardiaca valutata mediante colorazione con rosso sirio picrato 

nelle sezioni del ventricolo sinistro di ratti giovani e anziani. La 

significatività rilevata è di *p<0.05 vs Giovane.  
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Figura 2B. Livelli di espressione del Collagene, Tipo III alfa-1 

(COL3A1) in un modello murino d'invecchiamento fisiologico. 

Immagini rappresentative (sopra) ed analisi densitometrica (sotto) di 

molteplici esperimenti indipendenti effettuati per la valutazione dei livelli 

proteici di COL3A1. Sono evidenziati dal confronto dei lisati di ventricolo 

sinistro di ratti giovani ed anziani, i livelli di COL3A1 risultati essere 

significativamente aumentati nel cuore dei ratti anziani. I livelli di 

espressione di GAPDH sono stati utilizzati come controllo di caricamento. 

La significatività rilevata è di *p<0.05 vs Giovane.  
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Figura 2C. Valutazione dell’alterazione dell’angiogenesi in un modello 

d’invecchiamento fisiologico. Immagini rappresentative (pannelli 

superiori) di sezioni istologiche e relativa analisi quantitativa (pannello 

inferiore) della densità capillare (capillari/mm2) in sezioni di ventricolo 

sinistro di ciascun gruppo sperimentale, rilevata mediante colorazione con 

lectina Bandeiraea simplicifolia I (BS-I). La significatività rilevata è 

*p<0.05 vs Giovane.   
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Figura 2D. Valutazione dell’ipertrofia ventricolare nel cuore giovane 

ed anziano. Immagini rappresentative (pannelli superiori) di sezioni 

istologiche e relativa analisi quantitativa (pannello inferiore) della 

dimensione dei cardiomiociti in sezioni di ventricolo sinistro dei ratti 

giovani ed anziani, valutata tramite il saggio dell'agglutinina di germe di 

grano (WGA). La significatività rilevata è *p<0.05 vs Giovane.  
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Figura 2E. Livelli di espressione della Caspasi Clivata3 (CC3) in un 

modello murino d'invecchiamento fisiologico. Immagini rappresentative 

(sopra) ed analisi densitometrica (sotto) di molteplici esperimenti 

indipendenti effettuati per la valutazione dei livelli proteici di CC3. Sono 

evidenziati dal confronto dei lisati di ventricolo sinistro di ratti giovani ed 

anziani, i livelli di CC3 risultati essere significativamente incrementati nel 

cuore dei ratti anziani. I livelli di espressione di GAPDH sono stati 

utilizzati come controllo di caricamento. La significatività rilevata è di 

*p<0.05 vs Giovane.   
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Figura 2F. Valutazione della denervazione adrenergica nel cuore di 

animali anziani. Immagini rappresentative (pannelli superiori) delle fibre 

positive per la dopamina beta-idrossilasi (Dβh+) e colorate in verde, con 

relativa analisi quantitativa (pannello inferiore) dell’innervazione 

cardiaca rilevata mediante immunofluorescenza indiretta, esprimente la 

densità delle fibre nervose miocardiche (fibre/mm2) simpatiche in sezioni 

di ventricolo sinistro dei ratti giovani ed anziani. La significatività rilevata 

è di *p<0.05 vs Giovane. 
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Figura 2G. Valutazione dell'alterazione dell'innervazione colinergica 

nel cuore di animali anziani. Immagini rappresentative (pannelli 

superiori) delle fibre positive per il trasportatore vescicolare 

dell'acetilcolina (VAChT+) colorate in rosso, con relativa analisi 

quantitativa (pannello inferiore) dell’innervazione miocardiaca rilevata 

mediante immunofluorescenza indiretta, esprimente la densità delle fibre 

nervose ventricolari (fibre/mm2) parasimpatiche nelle sezioni di cuore, dei 

ratti giovani ed anziani. La significatività rilevata è di *p<0.05 vs 

Giovane.   
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Figure 3A-B. Valutazione dei livelli circolanti e tissutali cardiaci di 

BDNF nei ratti giovani ed anziani. A) Analisi densitometrica esprimente 

i livelli sistemici di BDNF valutati mediante saggio ELISA in ratti giovani 

e anziani. B) Immagini rappresentative (sopra) ed analisi densitometrica 

(sotto) di molteplici esperimenti indipendenti effettuati per la valutazione 

dei livelli proteici di BDNF. Sono evidenziati dal confronto dei lisati di 

ventricolo sinistro di ratti giovani ed anziani, i livelli di BDNF, risultati 

essere significativamente ridotti nel cuore degli animali anziani. I livelli di 

espressione di GAPDH sono stati utilizzati come controllo di caricamento. 

La significatività rilevata è di *p<0.05 vs Giovane.   
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Figure 3C-D. Valutazione dei livelli circolanti e tissutali cardiaci di 

NGF in un modello d'invecchiamento fisiologico. A) Analisi 

densitometrica esprimente i livelli sierici di NGF valutati mediante saggio 

immunoenzimatico ELISA in ratti giovani e anziani. B) Immagini 

rappresentative (sopra) ed analisi densitometrica (sotto) di molteplici 

esperimenti indipendenti effettuati per la valutazione dei livelli proteici di 

NGF. I livelli di GAPDH sono stati utilizzati come controllo di 

caricamento. Non sono stati evidenziate alcune differenze nei livelli di 

espressione di NGF tra i due gruppi sperimentali, sia a livello sistemico 

che cardiaco.    
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Figura 3E. Livelli di espressione del GAP-43 nel cuore di animali 

anziani. Immagini rappresentative (sopra) ed analisi densitometrica 

(sotto) di molteplici esperimenti indipendenti effettuati per la valutazione 

dei livelli proteici di GAP-43. Sono evidenziati dal confronto dei lisati di 

ventricolo sinistro di ratti giovani ed anziani, i livelli di GAP-43, risultati 

essere significativamente ridotti nel cuore degli animali anziani. I livelli di 

espressione di GAPDH sono stati utilizzati come controllo di caricamento. 

La significatività rilevata è di *p<0.05 vs Giovane.   
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Figure 4A-B-C. Effetti dell'invecchiamento sulla funzionalità 

neuronale in vitro. Immagini rappresentative e analisi densitometrica di 

molteplici esperimenti indipendenti per la valutazione dei livelli proteici di 

GAP-43 e BDNF, in lisati cellulari ottenuti da SH-SY5Y trattate con siero 

di ratto giovane ed anziano per 24h. I livelli di GAPDH sono stati utilizzati 

come controllo di caricamento. La significatività rilevata è *p<0.05 vs 

Giovane.    
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Figura 4D. Effetti dell'invecchiamento sui livelli d'espressione del 

fattore NGF in cellule di neuroblastoma umano (SH-SY5Y). Immagini 

rappresentative (sopra) e analisi densitometrica (sotto) di molteplici 

esperimenti indipendenti per la valutazione dei livelli proteici di NGF, in 

lisati cellulari ottenuti da SH-SY5Y stimolate con siero di ratto giovane ed 

anziano per 24h. I livelli di GAPDH sono stati utilizzati come controllo di 

caricamento. Non sono stati evidenziate alcune differenze nei livelli di 

espressione di NGF tra i due gruppi sperimentali.   
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Figura 4E. Impatto dell'invecchiamento sulla crescita neuronale in 

vitro. Immagini rappresentative (pannelli superiori) ed analisi 

quantitativa (pannello inferiore) della crescita neuritica nelle cellule SH-

SY5Y, trattate con siero di ratto giovane ed anziano per 24h, valutata 

mediante saggio con cristal violetto. La significatività rilevata è di 

*p<0.05 vs Giovane.   
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