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1. INTRODUZIONE

1.1 Regolazione cardiovascolare in corso d’esercizio

La regolazione cardiovascolare in corso di esercizio fisico € un fenomeno
estremamente complesso che coinvolge piu meccanismi di controllo dell’apparato
cardiovascolare al fine di rispondere a due esigenze fondamentali dell’organismo:
da un lato fornire un’adeguata quantita d’ossigeno che soddisfi la domanda
metabolica dei muscoli in esercizio e un adeguato smaltimento dei metaboliti
prodotti, dall’altro mantenere un’adeguata perfusione degli organi vitali evitando
eccessive variazioni della pressione arteriosa [1]. La stretta relazione tra domanda
energetica muscolare e funzione cardiovascolare appare evidente se si mettono in
relazione la portata cardiaca (CO) e il consumo di O, durante esercizio fisico
dinamico. La CO infatti, normalmente, aumenta linearmente in funzione del O,
consumato [2-8]. Le attivita sportive che coinvolgono grandi masse muscolari, come
la corsa e il ciclismo, inducono una notevole vasodilatazione metabolica nelle
arteriole che irrorano i muscoli, riducendo le resistenze vascolari sistemiche (SVR).
Questa riduzione delle SVR, se non prontamente tamponata dai meccanismi di
controllo tramite un contemporaneo aumento della CO, sarebbe causa di un
marcato calo della pressione arteriosa con conseguente compromissione della
perfusione dei muscoli, del cervello e degli altri organi vitali. L'esercizio dinamico &
infatti caratterizzato da un piccolo aumento della pressione arteriosa media (MAP)
e questo aumento avviene e si mantiene nonostante la forte riduzione delle SVR
indotta dalla vasodilatazione metabolica [3, 9-11].

Durante la contrazione il muscolo scheletrico rilascia diversi metaboliti con effetto
vasodilatorio, tra cui potassio, adenosina, ioni idrogeno, biossido di carbonio e
fosfato. Durante I'esercizio fisico si ha anche un aumento della produzione di ossido
nitrico (NO), altra sostanza con potente effetto vasodilatatore [12,13]. L’aumento
della CO viene ottenuta tramite un aumento della frequenza cardiaca (HR) e della
gittata sistolica (SV) che vanno a contrastare la riduzione delle SVR. Questa
regolazione cardiovascolare, frutto dell'interazione di pilt meccanismi, €

estremamente efficace e consente un raggiungimento della pressione arteriosa
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ottimale anche in assenza di risposta di una delle variabili regolatorie del sistema
[14,15].

Queste risposte sono sorrette da meccanismi meccanici, pompe respiratorie e
muscolo-scheletriche, che spingono il sangue verso il cuore migliorando in questo
modo il precarico cardiaco e la SV e da meccanismi nervosi che regolano il tono
vagale e il flusso al fine di soddisfare le richieste metaboliche dei muscoli in
esercizio. Per quanto riguarda i meccanismi meccanici, entrambe le pompe,
contribuiscono all’aumento della SV e della CO durante esercizi dinamici anche se la
pompa muscolo-scheletrica sembrerebbe giocare un ruolo pit importante in virtu di
una maggiore capacita di incidere sul ritorno venoso al cuore migliorando il
precarico cardiaco e aumentando la SV tramite il reclutamento del meccanismo di
Frank-Starling [11, 16-21].

Per quanto riguarda invece i meccanismi nervosi di questa regolazione, 'esercizio
fisico induce una riduzione del tono parasimpatico e un aumento del tono
simpatico, in funzione dell’'intensita della prestazione e delle dimensioni delle masse
muscolari coinvolte [22, 23]. La riduzione del tono parasimpatico causa I'aumento
della frequenza cardiaca mentre I'aumento del tono simpatico, oltre che aumentare
la frequenza cardiaca, migliora la contrattilita miocardica al fine di incrementare la
SV, induce veno-costrizione per favorire il ritorno venoso, aumenta le resistenze
vascolari dei visceri addominali e dei distretti muscolari non interessati
dall’esercizio, preserva la maggior parte della CO per la perfusione della
muscolatura attiva, dove avviene, come detto in precedenza, una vasodilatazione
metabolico-mediata.

La modulazione autonomica della risposta cardiovascolare necessita per funzionare
di un meccanismo neurale centrale e di alcuni meccanismi periferici. Il meccanismo
centrale, chiamato “Central Command”, attiva quelle regioni del cervello
responsabili del reclutamento delle unita motorie e delle aree di controllo
cardiovascolare situate nel midollo. Presumibilmente il Central Command stabilisce
il livello basale di attivita simpatica per l'apparato cardiovascolare in base
all'intensita dell’attivita motoria che si sta compiendo [24-26].

Questo schema di base dell’attivita autonomica viene a sua volta regolato dalle

informazioni periferiche provenienti dai recettori meccanici e metabolici presenti
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all'interno della muscolatura scheletrica che, di riflesso, modulano il tono simpatico
sulla base delle condizioni registrate nel muscolo in attivita, secondo un
meccanismo noto come “riflesso pressorio d’esercizio”. L'aumento del tono
simpatico derivante dall’attivazione del Central Command e del riflesso pressorio
d’esercizio & causa dei suddetti aggiustamenti della frequenza cardiaca, della
contrattilita miocardica e del ritorno venoso che insieme concorrono all’aumento
della CO [24, 25, 27-30].

La stimolazione simpatica € a sua volta modulata dai baro-riflessi, presenti
principalmente a livello del seno carotideo e nell’arco aortico. | baro-riflessi si
attivano qualora sia necessario contrastare eventuali incongruenze tra resistenze
vascolari e CO che porterebbero a variazioni eccessive della pressione arteriosa,
intervenendo sul controllo della vasodilatazione nei muscoli e sul cronotropismo
cardiaco [27, 31, 32].

Un altro meccanismo che contribuisce a questa modulazione del simpatico &
costituito dagli input sensoriali provenienti dai chemocettori arteriosi [33]. |
chemocettori arteriosi sono piccoli gruppi di cellule situati in prossimita dei
barocettori che inviano al sistema nervoso centrale segnali che inducono una
stimolazione simpatica in risposta ad una diminuzione della pressione parziale di O,,
o ad un aumento della pressione parziale di CO, nel sangue arterioso.

In estrema sintesi, possiamo affermare che lo stato emodinamico in corso di
esercizio viene modulato dal sistema nervoso tramite una fine integrazione di
segnali centrali provenienti dal cervello (Central Command) e di segnali periferici
provenienti da diversi meccanismi di controllo (meccanoriflessi, metaboriflessi,
baroriflessi, chemoriflessi arteriosi). 1l risultato finale di questa complessa
regolazione & una prevalenza dell’attivita simpatica sull’apparato cardiovascolare a
discapito di quella parasimpatica con conseguente aumento della frequenza e della
contrattilita cardiaca e vasocostrizione arteriosa del letto vascolare di organi e
tessuti non impegnati dall’esercizio. Inoltre, la venocostrizione indotta dall’aumento
del tono del simpatico e I'attivazione della pompa muscolare indotta dall’attivita,
favoriscono un migliore ritorno venoso e un incremento del precarico cardiaco, che
sostengono I'aumento della SV e della CO comunemente osservati durante esercizio

dinamico.
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Figura 1. La figura mostra sinteticamente gli aggiustamenti cardiovascolari in corso di
esercizio fisico dinamico e mette in evidenza la stretta interrelazione tra informazioni
centrali e periferiche che permettono la fine modulazione dello stato emodinamico [34].

Al termine dell’esercizio questa situazione viene prontamente invertita, il Central
Command riduce o abolisce del tutto la sua attivita e cessano gli stimoli provenienti
dai recettori metabolici e meccanici del muscolo. Questa nuova situazione porta alla
riduzione dell’attivita del simpatico e all’laumento del tono parasimpatico con
conseguente diminuzione di frequenza e contrattilita cardiaca, di SV, di CO e MAP
[19, 21, 35, 36].

Inoltre, alla fine dello sforzo la pompa muscolare riduce o, in caso di recupero
passivo, cessa l'attivita e il riempimento cardiaco diminuisce rapidamente riducendo
di conseguenza anche la SV, evento che comporterebbe una brusca caduta della
MAP se contemporaneamente non intervenissero una vasocostrizione periferica e

un aumento di HR mediata dai baro riflessi [19, 37, 38].



1.2 Riflesso pressorio d’esercizio: metaboriflessi e ruolo delle fibre

afferenti di tipo lll e IV

Sulla base delle caratteristiche anatomiche ed elettrofisiologiche le fibre nervose
afferenti dalla muscolatura scheletrica vengono suddivise in 4 gruppi: I, II, lll, IV
[39]. Di queste si ritiene che le fibre a conduzione lenta dei gruppi lll e IV possano
essere attivate da stimoli di tipo meccanico e chimico [40,41].

Mentre le fibre afferenti del gruppo 1ll, maggiormente sensibili a distorsioni di tipo
meccanico, agirebbero da meccanocettori muscolari, quelle del gruppo IV
sembrerebbero particolarmente adatte a rispondere a stimoli di tipo chimico e
agirebbero come metabocettori, dando origine nel loro complesso, al riflesso
pressorio d’esercizio [42, 43, 44].

Sebbene le fibre di tipo IV presentino un tempo di insorgenza lento, compatibile con
i tempi occorrenti alla formazione dei metaboliti muscolari e la loro frequenza di
scarica si sia vista aumentare gradualmente col perdurare della contrazione e quindi
dell’accumulo di metaboliti, & probabile che non siano le uniche coinvolte in questa
risposta. Infatti sembrerebbe che esista una sottopopolazione delle fibre afferenti
dei gruppi lll e IV a carattere polimodale, con la capacita di rispondere a stimoli sia
meccanici che chimici [42, 45] e evidenze che suggeriscono la possibilita di una
sensibilizzazione dei meccanocettori ad opera dei metaboliti muscolari [43].

Le informazioni relative alle condizioni meccaniche (lunghezza e tensione del
muscolo, compressione dei tessuti, deformazione causata dalle contrazioni) e
metaboliche (quantita di accumulo dei metaboliti) dei muscoli coinvolti
nell’esercizio vengono quindi trasmesse alle aree di controllo cardiovascolare che
opereranno gli adattamenti emodinamici necessari al fine di regolare il flusso
sanguigno.

Le afferenze muscolari dei Gruppi lll e IV proiettano al corno dorsale del midollo
spinale. Per quanto riguarda le vie centrali di questo complesso meccanismo
sembrerebbe che le cellule responsive al riflesso pressorio d’esercizio si trovino nel
midollo allungato, localizzate nel nucleo del tratto solitario, nel midollo rostrale
ventrale, nel midollo caudale ventrolaterale, nel campo tegmentale laterale, nel
nucleo ambiguo e nella regione ventromediale della sostanza grigia

periacqueduttale [25, 43, 46, 47, 48, 49].



Per quanto riguarda i metabocettori, ossia le fibre nervose attivate dall’accumulo
dei metaboliti nel muscolo, sembrerebbero essere sensibili a varie sostanze come
I’acido lattico, il potassio, la bradichinina, i prodotti dell’acido arachidonico, I’ATP, il
fosfato diprotonato e I'adenosina [49-51]. Per quanto concerne il meccanismo
d’innesco della reazione non & ancora chiaro se esista una soglia di stimolazione per
i metabocettori e se questi operino solo in determinate condizioni, ossia quando
I'intensita del lavoro & abbastanza elevata per fare si che ci sia un reale accumulo di
metaboliti nel muscolo, o se operino anche in condizioni di lavoro blando quando la
sostanziale assenza di discrepanza fra richiesta e apporto di sangue al muscolo fa si
che non ci sia un reale accumulo di queste sostanze. Alcuni autori riportano un
valore di pH intorno alle 6,9 unita come valore soglia di attivazione del riflesso
metabolico muscolare e mettono in evidenza come la MAP aumenti linearmente
alla diminuzione del pH [52]. Altri studi, inoltre, riportano come decrementi del pH
intramuscolare siano associati all’aumento di attivita del simpatico, suggerendo cosi
una possibile relazione tra glicolisi e produzione di lattato nel muscolo e attivazione
del riflesso [53-55]. Questi risultati consentono di ipotizzare che i metaboriflessi
siano attivati dall’accumulo di metaboliti ossia ogni volta che il flusso di sangue al
muscolo non sia sufficiente a garantire un apporto d’ossigeno adeguato e un
efficiente smaltimento dei metaboliti, agendo sostanzialmente per correggere
eventuali incongruenze tra flusso di sangue al muscolo e metabolismo,
sovrapponendosi all’attivita del Central Command [25, 28, 55].

Tuttavia in un lavoro di Andreani e collaboratori sui gatti [43] viene riportato come
fibre del gruppo IV siano sensibili anche ad un basso livello di attivita quando ancora
non vi sia nessuna discrepanza tra afflusso di sangue e esigenze metaboliche della
muscolatura. Questo suggerirebbe un ruolo attivo nella regolazione cardiovascolare
da parte del riflesso metabolico anche in assenza di accumulo di metaboliti e di
discrepanze tra richieste e perfusione del muscolo.

Questi dati confermano i risultati di Strange e colleghi [24], che in un loro lavoro
mettono in evidenza come il ruolo del riflesso metabolico nell'uomo sia essenziale
per raggiungere una normale risposta pressoria anche in esercizi di bassa intensita e
non in grado di suscitare una risposta, in termini di HR, al di sopra dei 100 bpm.

Questi risultati descrivono uno scenario in cui il riflesso metabolico sia responsabile
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di un feedback tonicamente attivo nelle aree di controllo cardiovascolare sin
dall’inizio della contrazione muscolare e dell’attivazione del metabolismo [56, 57].
Dal punto di vista emodinamico I'attivazione del riflesso metabolico si traduce in un
incremento della pressione arteriosa ad opera della vasocostrizione periferica
simpatica con conseguente aumento delle SVR [25, 28, 30, 58].

Per quanto riguarda gli effetti del riflesso sulla HR, durante I'esercizio, 'aumento del
tono simpatico al nodo del seno, derivante dalla sua attivazione, dovrebbe portare
ad un suo incremento che a sua volta dovrebbe ripercuotersi sulla CO e sulla SV.
Questo effetto tuttavia non & sempre rilevabile e in buona parte dipende dal tipo di
protocollo utilizzato sperimentalmente per I'evocazione del riflesso pressorio,
ovvero se sul muscolo interessato dall’esercizio viene indotta una riduzione del
flusso sanguigno durante il lavoro o al cessare dello stesso per creare una
condizione di ischemia finalizzata ad intrappolare i metaboliti prodotti durante la
contrazione muscolare, il cosiddetto metodo del post-exercise muscle ischemia
(PEMI) [27, 59, 60]. Questa metodica consente di isolare gli effetti dei metaboriflessi
da quelli dovuti all’attivazione dei meccanoriflessi e al Central Command. In questo
caso gli effetti sulla HR possono essere mascherati dal concomitante aumento del
tono parasimpatico dovuto alla disattivazione del controllo centrale poiché il
muscolo in questa fase si trova in uno stato di riposo [60]. Inoltre, in questa
condizione, & possibile un’attivazione dei baro-riflessi arteriosi, che in risposta
all’laumento pressorio causato dai metaboriflessi, porta ad un ulteriore aumento del
tono parasimpatico che funge da tampone dell’elevata attivita simpatica sul cuore e
sui vasi arteriolari [29]. Il risultato finale di questo meccanismo & una riduzione della
HR nonostante il tono simpatico verso il cuore venga mantenuto alto [27, 61].
Mentre l'effetto del riflesso metabolico sulle SVR e sulla HR & ben definito e
accettato, meno si sa circa la sua influenza sull'emodinamica centrale, cioé su CO,
SV, contrattilita miocardica e precarico cardiaco.

In uno studio condotto sui cani, O’Leary e Augustyniak [62], hanno messo in
evidenza come il riflesso metabolico fosse in grado di aumentare le prestazioni
ventricolari e mantenere la SV costante nonostante un concomitante aumento di
HR e la conseguente riduzione del tempo di riempimento diastolico. Diversi studi

inoltre riportano come anche nell’'uomo la contrattilita miocardica e la SV possano
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aumentare durante l’attivazione dei metaboriflessi indotta da ischemia post
esercizio [30, 63-66]. L'obiettivo di questa risposta & il mantenimento della CO
ostacolato dall’laumento del post carico che si verifica a seguito della
vasocostrizione [56]. Tuttavia questi effetti non trovano unanime condivisione
poiché in letteratura sono presenti risultati contrastanti e alcuni lavori sostengono
che la SV non venga coinvolta nella risposta a questo riflesso [61, 67, 68].

Questa diversita di risultati potrebbe risiedere nelle diverse metodiche sperimentali
utilizzate, infatti mentre in alcuni studi vengono utilizzati esercizi dinamici, in altri gli
esercizi proposti sono di tipo isometrico, modalita che potrebbe indurre una
maggiore risposta pressoria con conseguente aumento del post carico e
impossibilita di una risposta in termini di aumento della SV. Invece, nei protocolli
con esercizi dinamici che evocano i metaboriflessi durante ischemia post esercizio,
I"aumento di contrattilita cardiaca e di SV appare pilu evidente e sostanzialmente si
pone come unico sistema dell’apparato cardiovascolare per mantenere la CO in
risposta alla bradicardia e alla vasocostrizione [30].

Un altro meccanismo d’azione indotto dai metaboriflessi sembrerebbe essere
rappresentato dalla capacita di aumentare la pressione di riempimento cardiaco
attraverso vasocostrizione splancnica e venocostrizione per migliorare il ritorno
venoso e sostenere la SV e la CO [67, 69, 70].

In generale la risposta emodinamica all’attivazione dei metaboriflessi sembrerebbe
essere un fenomeno altamente integrato in grado di incidere su piu parametri come
HR, funzioni cardiache, precarico e post-carico e che la regolazione cardiovascolare
derivante non dipenda esclusivamente da un aumento delle SVR. Sembrerebbe
inoltre che la strategia scelta per ottenere la risposta pressoria sia legata alla
presenza di riserva cardiaca (possibilita del cuore di aumentare la contrattilita),
condizione necessaria per poter aumentare la SV e strettamente dipendente
dall'intensita dell’esercizio. Se questa riserva € presente la risposta pressoria indotta
dai metaboriflessi si orientera principalmente sull’aumento della SV e della CO, in
caso contrario, come in attivita di alta intensita, dove questo non & piu possibile, il
sistema basera la sua risposta sulla vasocostrizione periferica e sull’aumento delle

SVR [30, 71].
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Figura 2. La Figura 2 mostra i presunti meccanismi attraverso i quali i metaboriflessi
agiscono per aumentare la pressione arteriosa [72].

Un punto dibattuto & se i metaboriflessi agiscano come meccanismo di
innalzamento del flusso per preservare la perfusione muscolare durante I'esercizio
fisico. Sembrerebbe che, per mantenere la pressione di perfusione sistemica,
durante esercizi dinamici di intensita moderata o alta, che coinvolgono grandi
masse muscolari (per esempio correre, nuotare, andare in bicicletta etc.), questo
riflesso possa intervenire nel limitare I'eccessiva vasodilatazione e I'eccessivo flusso
sanguigno al muscolo indotto dall’accumulo di metaboliti. In questo caso il riflesso
interverrebbe in risposta alla vasodilatazione piu per preservare la pressione
sistemica che per migliorare la perfusione del muscolo in attivita. Nell'uomo, le
evidenze di un effetto di innalzamento del flusso da parte dei metaboriflessi
durante esercizio dinamico moderato sono molto limitate. Presumibilmente un

effetto di innalzamento del flusso puo verificarsi durante esercizio sub massimale in
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presenza di una ridotta produzione di metaboliti vasodilatatori nel muscolo in
esercizio e di una sufficiente riserva di CO [73].

Gli effetti dell’attivazione dei metaboriflessi si ripercuotono anche a livello della
circolazione coronarica. In esperimenti condotti su cani [74, 75] si e visto che,
durante esercizio dinamico, I'aumento del tono simpatico, indotto dall’attivazione
del riflesso, € in grado di attivare i recettori coronarici a-adrenergici con
conseguente effetto di vasocostrizione che andrebbe a limitare la vasodilatazione
metabolica indotta a livello dell’albero coronarico dovuta al sostanziale aumento
del lavoro cardiaco (maggiore CO nei confronti di un post-carico piu elevato). Questi
effetti sono stati osservati nell'uomo in test di occlusione circolatoria post esercizio
dove si & visto che alla diminuzione del lavoro cardiaco e all’attivazione dei
metaboriflessi faceva seguito una significativa vasocostrizione coronarica che veniva
invertita in una vasodilatazione dopo blocco a-adrenergico [74-76].

M. Coutsos e collaboratori [77], in un loro esperimento condotto su cani, riportano
inoltre come questa limitazione simpatica alla vasodilatazione coronarica in corso di
esercizio si traduca in una limitazione funzionale all’laumento di contrattilita
ventricolare.

In sintesi, & possibile affermare che il riflesso pressorio d’esercizio opera regolando
tutti i quattro modulatori emodinamici per conseguire |'obiettivo della regolazione
della pressione sanguigna: HR, contrattilita, precarico e post-carico cardiaco. Una
perdita di risposta in uno o piu di questi modulatori porta ad aggiustamenti

emodinamici anormali durante esercizio fisico [34].

1.3 Il precondizionamento ischemico

Molti dei metaboliti visti in precedenza implicati nella risposta circolatoria ai
metaboriflessi sono coinvolti anche nel fenomeno noto come precondizionamento
ischemico (IP), ossia in un meccanismo in grado di rendere il cuore maggiormente
resistente ad un’ischemia prolungata tale da determinare una necrosi delle cellule
miocardiche.

Il cuore & in grado di adattarsi e di cambiare il proprio fenotipo in risposta a vari tipi

di stress con lo scopo di diventare piu resistente al ripetersi nel tempo degli stessi

12



eventi stressanti. Diversi fenomeni, come miocardio stordito, miocardio ibernato e
precondizionamento, testimoniano questa capacita [78].

Il precondizionamento identifica la proprieta di vari tipi di stimoli quali I'ischemia, lo
stress da calore, alcuni farmaci e I’esercizio fisico di creare una serie di adattamenti
a livello cardiaco in grado di rendere il cuore maggiormente resistente a successivi
insulti di carattere ischemico.

La forma classica di precondizionamento & il precondizionamento ischemico e
consiste nella capacita di brevi periodi di ischemia miocardica di proteggere il cuore
da episodi ischemici successivi di maggiore entita e in grado di indurre infarto del
miocardio. L'esistenza di questo fenomeno & nota gia dagli anni ottanta e si deve a
Murry e collaboratori che in un loro lavoro condotto su cani hanno messo in
evidenza come il IP sia in grado di ridurre in modo significativo le dimensioni
dell'infarto del miocardio [79]. Dai dati presentati in questo lavoro l'effetto di
riduzione della necrosi da infarto appare estremamente marcato con una
diminuzione da un previsto 30% ad un effettivo 7% dell’area a rischio e questo
effetto era indipendente allo sviluppo di circoli collaterali.

Successivamente diversi lavori hanno riportato sovrapponibili effetti di riduzione
dellinfarto da parte del IP anche in numerose altre specie di mammiferi [80-84],
tanto che da allora il fenomeno viene riconosciuto come la forma piu efficace di
protezione in vivo contro danno da ischemia del miocardio [78].

Oltre a questo effetto di riduzione della necrosi, il IP si & dimostrato efficace anche
nel proteggere il cuore dai danni causati da ischemia-riperfusione come le aritmie
ventricolari e il miocardio stordito [85-88]. Inoltre, il IP sembrerebbe interessare
anche la reattivita coronarica, diminuendo il flusso totale e riducendo il tempo di
picco di flusso nell’iperemia reattiva coronarica. Mentre il primo effetto e attribuito
ad una riduzione del metabolismo del miocardio attraverso lI'attivazione dei
recettori Al per I'adenosina, quest'ultimo invece, & probabilmente dovuto ad un
aumento del rilascio endoteliale di NO, suggerendo che, oltre ad un effetto
protettivo sul miocardio, il IP esercita anche un effetto diretto sulla capacita di
risposta dell’endotelio vascolare coronarico (precondizionamento vascolare) [83].
Gli effetti del precondizionamento ischemico nel ridurre la dimensione dell’infarto

nell’'uomo non possono essere dimostrati direttamente per I'ovvia impossibilita di
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indurre un infarto ad esseri umani per motivi sperimentali. Tuttavia l'ipotesi che il
fenomeno possa essere efficace come nei modelli animali e che anche i
cardiomiociti umani possano essere condizionati € sostenuto da diverse prove
indirette. Studi in vitro su miociti atriali umani hanno dimostrato che la contrattilita
e il tempo di recupero dopo un’ischemia sostenuta & significativamente piu breve se
guest’ischemia viene preceduta da una manovra di precondizionamento [89, 90].
Inoltre studi condotti in corso di angioplastica coronarica riportano come i segni
elettrocardiografici (innalzamento del tratto ST) e clinici (dolore al petto) di
ischemia del miocardio siano attenuati dopo il gonfiaggio del catetere a palloncino,
che puo essere considerato come una manovra di precondizionamento [91-93].
Un’altra prova indiretta pud essere considerata la casistica che vede l'infarto del
miocardio preceduto da angina, che puo essere assimilato ad una vera e propria
manovra di precondizionamento, di dimensioni pil piccole e con esiti piu favorevoli
dopo la terapia trombolitica rispetto all’infarto non preceduto da angina [94-98].

Il IP & contraddistinto da 2 fasi o “finestre” temporali, descritte per la prima volta
nel 1993 da Kuzuya e collaboratori e da Marbel e collaboratori [99, 100]. Una prima
fase nota come prima finestra di protezione (FWOP) o precondizionamento
precoce, ed una seconda fase detta seconda finestra di protezione (SWOP) o
precondizionamento tardivo.

Nel precondizionamento precoce gli effetti protettivi si estrinsecano
immediatamente e hanno una durata di circa 2-3 ore per poi svanire, mentre il
precondizionamento tardivo si sviluppa 12-24 ore dopo l'ischemia iniziale e i suoi
effetti si estendono per 72-90 ore.

Oltre che per la durata FWOP e SWOP differiscono anche negli effetti che hanno a
livello del miocardio. Infatti, mentre SWOP sembrerebbe piu efficace
nell’attenuazione del miocardio stordito, FWOP sembrerebbe esercitare un effetto
piu efficace nella riduzione della dimensione infartuale [101, 102].

Il meccanismo e la catena di eventi cellulari che portano a questo effetto

cardioprotetivo non é allo stato attuale ancora del tutto conosciuto.
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Figura 3. La Figura 3 rappresenta schematicamente le due fasi del precondizionamento
ischemico, precoce (Classical) e tardivo (Second Window of Protection, SWOP) [84].

Diversi lavori riferiscono del ruolo dell’adenosina in questo processo. Sembrerebbe
che I'accumulo di adenosina intracellulare prodotta dalla degradazione dell’ATP che
avviene durante i periodi di ischemia indotti dalle manovre di precondizionamento,
precedenti ad un’ischemia piu prolungata, vada a stimolare i recettori
dell’adenosina Al e A2, dando inizio ad una complessa cascata metabolica che ha
come risultato finale questa protezione [80, 103].

Questo importante ruolo dell’adenosina viene evidenziato anche da alcuni lavori
che mettono in evidenza come la somministrazione di agonisti dell’adenosina siano
in grado di conferire protezione, effetto che svanisce alla somministrazione di
bloccanti del recettore A1 [80, 104]. Inoltre nella sperimentazione in vivo & stato
riferito come l'infusione di adenosina sarebbe in grado di attenuare i segni ischemici
causati dal gonfiaggio del catetere a palloncino durante gli interventi di
angioplastica [105, 106].

Esistono inoltre diverse altre sostanze rilasciate dal cuore durante i periodi di
ischemia, come le specie reattive dell’ossigeno (ROS), le specie reattive dell’azoto

(RNS), la bradichinina e gli oppioidi, che attualmente vengono riconosciuti in grado
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di indurre cardioprotezione [107-110]. Sembrerebbe che tutte queste sostanze
lavorino di concerto, tramite le interazioni con i loro specifici recettori, il cui
risultato finale sia I'attivazione della proteina chinasi C (PKC). Si ipotizza che I'effetto
di precondizionamento si attivi solo al raggiungimento di una determinata soglia
che non pud essere raggiunta esclusivamente grazie all’accumulo di un singolo
metabolita ma che necessita della sommazione degli effetti di tutti e, anzi, se uno di
guesti viene eliminato con la somministrazione di un antagonista la soglia non puo
piu essere raggiunta [103].

Un ruolo molto importante viene attribuito alle specie reattive dell’ossigeno e
dell’azoto che, oltre ad essere coinvolti nella normale regolazione cellulare, nel
mantenimento dello stato redox e nella trasduzione del segnale, vengono
riconosciute tra i principali responsabili dell’attivazione reversibile della PKC
osservata dopo ischemia e la loro attivazione puo indurre attivazione reversibile o
irreversibile di diverse proteine ed enzimi [111-116]. Questo ruolo viene
confermato da alcuni studi che riferiscono come I'aumento degli scavengers (agenti
“spazzini”) atti a rimuovere e a ridurre la concentrazione di ROS e RNS blocchino
I'effetto di cardiopretezione indotto dal precondizionamento [113, 117-119]. In
sostanza, adeguate concentrazioni di ROS e RNS durante la riperfusione sarebbero
in grado di modulare processi di segnalazione cellulare essenziali per la
cardioprotezione indotta da IP [113, 120].

Gli eventi metabolici dopo I'attivazione della PKC sono solo parzialmente compresi.
La PKC una volta attivata da questi metaboliti fosforila alcuni effettori, ad oggi non
ancora identificati, che sarebbero i responsabili della resistenze all'ischemia. Oltre
alla PKC anche altre chinasi sono state identificate come potenzialmente coinvolte
nella cascata metabolica del IP, tra cui la tirosina chinasi e diverse proteine chinasi
attivate da mitogeni (MAPK) che sembrerebbero avere un ruolo successivo
all’attivazione della PKC [84, 121].

Se gli agenti coinvolti nella cascata metabolica dopo I'attivazione della PKC sono
ancora fondamentalmente sconosciuti, almeno per quanto riguarda il processo che
porta alla prima finestra di protezione, sembrerebbe che gli effettori finali della
cardioprotezione indotta dal IP siano i canali del potassio ATP-sensibili (KATP),

anche se I'esatto meccanismo che porta alla resistenza cellulare all'ischemia non &
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ancora noto. Probabilmente, I'apertura di canali KATP pu0 innescare diverse azioni
efficaci nel limitare i danni cellulari, infatti &€ in grado di indurre depolarizzazione
della membrana cellulare e accorciamento del potenziale d'azione, condizione che
permette un risparmio energetico e impedisce 'ingresso di Ca?* nella cellula e il
fenomeno del sovraccarico, evento che puo portare alla morte cellulare. Tutti questi
effetti sono potenzialmente benefici e potrebbero spiegare l'azione protettiva
dell’apertura dei KATP. Questi canali rimangono normalmente chiusi nel cuore non
ischemico ma, durante ischemia, il calo dei livelli di ATP intracellulare ne causa
I"apertura. Oltre che dai livelli di ATP I'apertura di questi canali € modulata anche da
ADP, NO, Ph, acidi grassi, proteina G e vari ligandi quali adenosina e acetilcolina
[122-124]. Questa ipotesi sulla loro funzione trova ampia conferma in letteratura
dove e dimostrato come bloccanti dei KATP siano in grado di abolire la
cardioprotezione indotta dal IP mentre molecole come cromakalim, bimakalim e
pinacidil, in grado di indurre I'apertura dei canali del potassio, possano imitarne
I’effetto [125-128].

Un altro meccanismo attraverso cui si ipotizza che il IP estrinsechi il suo effetto
cardioprotettivo e rappresentato dalla sua azione sui pori di transizione della
permeabilitd mitocondriale (mPTP) [113, 120, 129]. E noto che i primi momenti
della riperfusione dopo ischemia prolungata siano quelli maggiormente incriminati
per linstaurarsi di pilt o meno significativi danni d’organo, come lesioni da
riperfusione, aritmie, disfunzione meccanica transitoria, lesioni micro vascolari e
inflammazione [120, 130]. Nel periodo di riperfusione, quando il pH tende ad
aumentare dopo la sua riduzione nel periodo di ischemia, si & visto che i mPTP sono
aperti e la loro apertura prolungata causa il collasso del potenziale di membrana
mitocondriale, gonfiore della matrice, rottura della membrana e infine apoptosi. Il
IP sembrerebbe essere in grado di rallentare questo aumento post-ischemico del pH
intracellulare bloccando cosi I'apertura dei mPTP e gli effetti dannosi a loro collegati
[120, 131].

Gli eventi cellulari che portano alla protezione ritardata, ossia il periodo SWOP,
sono ancora pil complessi e meno conosciuti rispetto alla cascata molecolare della

FWOP.
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Figura 4. La figura 4 mostra schematicamente i presunti meccanismi della cascata indotta
dal precondizionamento ischemico durante la prima finestra di protezione (FWOP) [132].

La sua comparsa 12-24 ore dopo il precondizionamento e la sua durata di circa 72-
90 ore & presumibilmente legata al fatto che, perché si inneschi la protezione da
essa accordata, & necessario che si completi I'espressione genica e la nuova sintesi
proteica [101, 133].

Gli stessi stimoli che innescano FWOP, adenosina, bradichinina, radicali liberi
dell’ossigeno e oppioidi, sembrerebbero essere responsabili anche nell'indurre
SWOP [134-142]. Inoltre & ampiamente riconosciuto che le chinasi cellulari
responsabili dell’apertura dei canali mKATP nel precondizionamento precoce
possano anche attivare la trascrizione di geni che codificano alcune proteine

cardioprotettive tra cui probabilmente sintetasi inducibile dell'ossido nitrico (iNOS),
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ciclo ossigenasi 2 (COX-2), aldoso reduttasi, superossido dismutasi e proteine da
shock termico (HSP) [143-155].

Gli effettori finali del precondizionamento ritardato rimangono ad oggi sconosciuti e
si presume che siano costituiti da una complessa attivazione di piu geni la cui
espressione contemporanea indirizzi il cuore verso un fenotipo piu resistente
all’insulto ischemico [101].

Alcuni dati suggeriscono che i canali mKATP siano una componente anche del
precondizionamento ritardato e che la loro apertura sia necessaria per l'instaurarsi
di questa protezione [156].

Un ruolo fondamentale nel fenomeno SWOP & svolto dall’ossido nitrico che si
ritiene partecipi al percorso di segnalazione dalla prima finestra di protezione alla
seconda ed agirebbe inoltre da innesco per quest’ultima. Durante le manovre di
precondizionamento, la riduzione del pH, che abbiamo visto precedentemente
verificarsi nei vasi coronarici, attiva una chininogenasi che promuove la produzione
di bradichinina che attraverso l'interazione coi recettori B, endoteliali, a sua volta,
stimola la produzione di NO da eNOS (ossido nitrico sintasi endoteliale) [102, 145].
L’'NO generato da eNOS attiva la PKC che a sua volta attiva le chinasi responsabili
per la trascrizione dei geni che codificano per le proteine cardioprotettive di SWOP,
tra cui iINOS che sembrerebbe essere un mediatore essenziale nel
precondizionamento ritardato [101, 143, 146, 157, 158].

Il ruolo dell’lNO nell’innescare il fenomeno della protezione tardiva sarebbe legato
alla sua capacita di aprire direttamente i canali mKATP, rendendo in tal modo la
cellula cardiaca maggiormente resistente a periodi di ischemia [159]. || meccanismo
ipotizzato vede I'NO generato inizialmente da eNOS coinvolto nell'innesco della
cascata metabolica del precondizionamento precoce e nell’attivazione di iNOS che,
a sua volta, produrrebbe I'NO coinvolto nella protezione ritardata [160]. Il ruolo
del’NO nel fenomeno del precondizionamento € confermato anche da diversi
lavori, sia su animali che sulluomo, che riportano come pretrattamento con
donatori di NO, sia in condizioni di normossia che di ischemia, possa mimare gli

effetti di SWOP [161-164].
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1.4 Effetti del precondizionamento ischemico sulla prestazione sportiva

Oltre ai sopracitati effetti a livello cardiaco, recenti ricerche hanno messo in
evidenza effetti positivi del IP anche sulle prestazioni muscolari. Nello specifico,
sembrerebbe che se applicato precedentemente ad uno sforzo fisico, il IP sarebbe
in grado di migliorare le prestazioni fisiche dei soggetti coinvolti. Questo effetto e
stato visto in attivita fisiche come handgrip, ciclismo, corsa e nuoto [165-171].
Questa capacita di migliorare la prestazione fisica non é tuttavia unanimemente
accettata ed esistono diversi lavori che non hanno trovato alcuna relazione positiva
tra IP e performance [172-175], mentre Paixao e collaboratori riportano addirittura
degli effetti negativi [176].

| meccanismi attraverso i quali il IP condizionerebbe positivamente I'esercizio fisico
sono ancora tutti da chiarire e le ipotesi formulate sinora rimangono in gran parte
speculative. Considerato che alcuni studi hanno dimostrato come questi effetti si
verifichino indipendentemente dalla risposta cardiaca [165, 166, 168, 177], é
probabile che i meccanismi coinvolti siano correlati sia a fenomeni locali a livello
muscolare che a livello vascolare e alla sensazione di fatica percepita. Nel muscolo
precondizionato si e visto che I'aumento di formazione di NO migliora la funzione
vascolare e la perfusione contrastando cosi la vasocostrizione simpatica [166, 177,
178]. Inoltre le manovre di IP possono promuovere un moderato effetto di
risparmio dell’ATP rendendo la contrazione muscolare pil economica e quindi pil
efficace [179, 180]. Infine e stato ipotizzato che il IP sia in grado di mitigare la
sensazione di stanchezza riducendo la frequenza di scarica delle terminazioni
afferenti del gruppo Il e IV il cui feedback inibirebbe il controllo centrale delle unita
motorie aumentando la fatica centrale e limitando in tal modo la performance [165,

181, 182].
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2. Scopo del lavoro

Come detto in precedenza le terminazioni nervose di tipo Ill e IV esercitano un
contributo essenziale nella regolazione cardiovascolare durante attivita fisica
attivando il riflesso pressorio d’esercizio, che, insieme con il central command, &
responsabile dell'aumento dell'attivita simpatica durante esercizio fisico [34, 57,
183]. La loro stimolazione inoltre inibirebbe il controllo centrale delle unita motorie
aumentando la sensazione di fatica centrale [181, 182]. In sintesi le terminazioni
nervose di tipo Il e IV esercitano un duplice ruolo:

a. garantiscono adattamenti cardiovascolari efficaci durante |'esercizio

b. inducono la sensazione di fatica.
Se il IP puo effettivamente ridurre I'attivita delle afferenze di tipo lll e IV, allora &
possibile ipotizzare che, oltre all’effetto sulla fatica, possa anche ridurre la risposta
emodinamica all'attivazione dei metaboriflessi.
In base a questa ipotesi, il presente lavoro si prefigge lo scopo di indagare se il IP sia
in grado di esercitare effetti sulla risposta emodinamica durante I'attivazione dei
metaboriflessi tramite la riduzione della frequenza di scarica delle fibre del gruppo
lelV.
Se questo fosse vero, il IP dovrebbe ridurre la risposta pressoria durante
I'attivazione dei metaboriflessi, riducendo la risposta di uno o piu dei principali
modulatori emodinamici su cui il riflesso opera: frequenza cardiaca, contrattilita

miocardica, pre-carico e post-carico.
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3. Materiali e metodi

3.1 Popolazione studiata

Il presente studio ha coinvolto quattordici soggetti maschi di eta compresa tra 25-
48 anni (media + deviazione standard (SD) 33,2 + 6,4 anni), di altezza e massa
rispettivamente di 175,4 + 7,6 centimetri e 71,5 + 7,2 kg. Tutti sono stati giudicati
sani sulla base di un esame medico preliminare. Dalla visita & emerso che nessuno
aveva sofferto di malattie cardiache o respiratorie o stava assumendo alcun
farmaco al tempo della sperimentazione. Tutti i soggetti esaminati erano normotesi
e non fumatori e sono stati tenuti all’oscuro della natura dell’esperimento. Inoltre &
stato chiesto loro di astenersi da bevande alcoliche e caffeina nelle 24 ore
precedenti le sessioni sperimentali. Lo studio & stato eseguito secondo la
Dichiarazione di Helsinki ed & stato approvato dal comitato etico locale. Il consenso
informato scritto & stato firmato da tutti i partecipanti prima della somministrazione

dei test.

3.2 Protocollo

Esame preliminare. | soggetti sono stati sottoposti a un esame medico generale con
ECG ed ecocardiogramma per escludere la presenza di un qualsiasi problema
cardiovascolare. La visita medica é stata seguita da un test cardiopolmonare (CPX)
con un analizzatore di gas (ULTIMA CPX, MedGraphics St. Paul, MN) su un
cicloergometro elettromagneticamente frenato con monitoraggio ECG (CUSTO

Med, Ottobrunn, Germania) per valutare la loro capacita fisica.

Test per la valutazione dei metaboriflessi. Dopo un intervallo di 4-7 giorni dalla
visita preliminare, i soggetti sono stati sottoposti ad un test per misurare la loro
contrazione massima volontaria (MVC) durante handgrip. | soggetti dovevano
premere per 1 s un dinamometro idraulico (MAP 1.1, Kern, Balingen, Germania) con
la massima forza possibile. Come MVC é stato considerato il picco raggiunto in 5
compressioni massimali, intervallate da almeno 30 s ed eseguite in posizione
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seduta. Il test & stato eseguito col braccio dominante. Una volta stabilita I'MVC &

stato applicato il protocollo per studiare la risposta cardiovascolare all’attivazione

dei metaboriflessi e per valutare gli effetti del IP sull'emodinamica durante la sua

attivazione, con prove assegnate in modo casuale e con sessioni distanziate da

intervalli di tempo di almeno quattro giorni (range 4-9 giorni). Il test ha previsto 3

sessioni:

a.

Ischemia muscolare post esercizio (PEMI).

Questa sessione era composta da tre minuti di riposo seguiti da tre
minuti di esercizio fisico dinamico-ritmico all’handgrip ad una frequenza
di 30 compressioni al minuto, scandite da un metronomo, con lo stesso
dinamometro utilizzato per la valutazione della MVC e nella stessa
posizione seduta. Il carico di lavoro e stato fissato al 30% di MVC. La fase
di esercizio e stata seguita da tre minuti di occlusione del braccio
interessato dal lavoro. L'ischemia & stata indotta rapidamente (in meno
di tre secondi) gonfiando alla fine dell’esercizio un bracciale pneumatico
posto all’altezza del bicipite e gonfiato ad una pressione di 50 mmHg
sopra la pressione sistolica massima raggiunta durante I'esercizio stesso.
Al termine dell’'occlusione sono stati monitorati altri tre minuti di
recupero. Pertanto, la durata totale della seduta & stata di 12 minuti.
Questo protocollo, anche se eseguito con un carico di lavoro blando, &
stato riconosciuto in grado di intrappolare i metaboliti muscolari
nell'arto in esercizio e di mantenere la stimolazione dei metabocettori
provocando in tal modo risposte emodinamiche sostanziali in termini di
contrattilita cardiaca, precarico, e modulazione del post-carico [30, 64,
184-187]. Inoltre, questo protocollo consente di isolare I'attivita dei
metaboriflessi da quella derivante dal central command e
dall'attivazione dei meccanoriflessi, dal momento che durante il PEMI

questi due riflessi cardiovascolari non operano piu [34,60,67].
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b. Controllo del recupero dopo esercizio (CER).

Questa sessione prevedeva sostanzialmente lo stesso protocollo
utilizzato per PEMI ma nei minuti di recupero dopo I'esercizio non veniva
indotta nessuna occlusione e venivano monitorati cosi i restanti 6 minuti

del test.

c. Ischemia muscolare post esercizio dopo precondizionamento ischemico

(IP-PEMI).

In questa sessione i soggetti sono stati sottoposti allo stesso protocollo
descritto per la sessione PEMI ma la prova veniva preceduta da una
manovra di precondizionamento ischemico. Il IP & stato ottenuto
occludendo la circolazione dell’avambraccio tramite il gonfiaggio di un
bracciale pneumatico posto all’altezza del bicipite e gonfiato ad una
pressione di 50 mmHg al di sopra della pressione arteriosa sistolica del
soggetto. Il protocollo durava 30 minuti ed era composto dall’alternanza
di 5 minuti di occlusione e di 5 minuti di riperfusione per un totale di 15
minuti di occlusione. | soggetti iniziavano il PEMI dopo 5 minuti dal
termine di IP. Questo protocollo é gia stato utilizzato in studi simili [165,

188].

Durante le fasi del precondizionamento della sessione IP-PEMI, per valutare la
presenza o meno di flusso arterioso & stato utilizzato un Eco-Doppler (M5
Diagnostic Ultrasound System Mindray Bio-Medical Electronics Co., Shenzen, Cina)
dotato di trasduttore lineare a 5,0 MHz. Il trasduttore & stato posizionato a livello
della tabacchiera anatomica per visualizzare I'arteria radiale. La velocita del sangue
e stata ripresa con un angolo di insonazione di 60°. Inoltre, durante le manovre di
precondizionamento, & stata utilizzata la sonda di uno spettroscopio nello spettro
infrarosso (NIRS) (PortaMon, Atrinis Medical Systems, Elst, Olanda) posizionata
sull’avambraccio nel punto di maggiore circonferenza e coperta con un panno scuro
per evitarne I'esposizione alla luce ambientale. Questo dispositivo & dotato di un
sistema di onde continue a doppia lunghezza d’onda ed utilizza

contemporaneamente la legge di Beer-Lambert modificata e la spettroscopia risolta
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spazialmente [189, 190]. Il PortaMon e in grado di valutare i cambiamenti di
ossiemoglobina (O,Hb) nei tessuti analizzati. Durante il test il sistema NIRS & stato
collegato ad un computer portatile tramite Bluetooth per l'acquisizione e la
conversione dei dati ad una frequenza di campionamento di 10 Hz. Questa
metodica é stata applicata per vedere se durante il precondizionamento ci fosse o
meno una riduzione dell’ossigenazione muscolare che confermasse ulteriormente la

presenza di ischemia.

Task failure. Al termine dei test PEMI e CER e dopo la prova IP-PEMI, ciascun
soggetto ha eseguito una serie di contrazioni all’handgrip con un ritmo di 1
contrazione al secondo, nella stessa posizione, con lo stesso braccio e con lo stesso
dinamometro descritto per il protocollo MVC. E stata impostata sul dinamometro
una forza pari al 45% della MVC ed é stato chiesto di eseguire I'esercizio sino ad
esaurimento, considerato come il momento in cui non erano in grado di mantenere
il livello di potenza richiesto per almeno tre contrazioni consecutive. Un simile
protocollo & gia stato utilizzato per indagare gli effetti del IP sulla fatica [167]. Il
tempo necessario per raggiungere il task failure e stato preso con un cronometro
manuale. Sia i partecipanti alla sperimentazione che gli operatori sono stati tenuti
all’'oscuro dei tempi realizzati dai soggetti nelle varie prove. Tutti gli esperimenti
sono stati condotti in un ambiente a temperatura costante e controllata (22 ° C -

umidita relativa 50%).

3.3 Valutazione emodinamica durante I’attivazione dei metaboriflessi

Nel corso delle sessioni sperimentali, durante I'attivazione dei metaboriflessi, i dati
emodinamici dei vari soggetti sono stati raccolti tramite cardiografia a impedenza
(NCCOM 3, BoMed Inc., Irvine, CA). Questa metodica consente la valutazione
emodinamica continua e non invasiva ed & stata ampiamente utilizzata in contesti
sperimentali analoghi [30, 60, 64, 70, 184]. In sintesi, la procedura di acquisizione
dei dati prevede diversi passaggi. Inizialmente, le tracce analogiche
dell’elettrocardiogramma, dell'impedenza toracica (Zo) e della derivata

dell'impedenza toracica ottenute col cardiografo a impedenza vengono registrate e

25



salvate per mezzo di un registratore digitale (ADInstruments, PowerlLab 8SP, Castle
Hill, Australia) ad una frequenza di 500Hz. In seguito le tracce memorizzate vengono
usate per calcolare HR e SV battito per battito. Nello specifico la frequenza cardiaca
e stata calcolata come il reciproco dell’intervallo R-R dell’elettrocardiogramma, la
gittata sistolica & stata determinata utilizzando I’'equazione di Sramek-Bernstein
[191] e la gittata cardiaca e stata calcolata con la formula SVeHR. Dalle tracce
impedenziometriche sono stati valutati inoltre: il periodo di pre-eiezione (PEP) e il
tempo di eiezione ventricolare (LVET) [30, 192], il tempo diastolico (DT) valutato
sottraendo la somma di PEP e LVET dalla durata del ciclo cardiaco e il tasso di
riempimento ventricolare (VFR) ottenuto dividendo SV per DT [30, 185, 186, 193].
Per la misurazione della pressione arteriosa sistolica (SBP) e diastolica (DBP) ¢ stato
utilizzato uno sfigmomanometro manuale standard posizionato sull’arto non
dominante e quindi non interessato dall’esercizio nel protocollo, mentre la
pressione arteriosa media € stata calcolata utilizzando la formula proposta da
Moran e collaboratori [194]. Le resistenze vascolari sistemiche (SVR) sono state
calcolate come (MAP/CO)*80, dove 80 e un fattore di conversione per ottenere
un’unita di misura standard di resistenza.

Sono state raccolte anche le misure del ventricolo sinistro con [l'utilizzo
dell’ecocardiografia bidimensionale (M5 Diagnostic Ultrasound System Mindray Bio-
Medical Electronics Co., Shenzen, Cina). Grazie all'impiego di una sonda ecografica
manuale da 3,5 MHz sono stati misurati il volume telediastolico (EDV) e il volume
telesistolico (ESV) in posizione apicale delle quattro camere. | volumi sono stati
calcolati automaticamente dal software tramite una formula tradizionale: 8A2%/ 3nL,
dove A é I'area del ventricolo sinistro e L la massima lunghezza del ventricolo [195].
La zona ventricolare & stata determinata tracciando manualmente il bordo interno
dell'endocardio e la sua lunghezza e stata misurata come distanza tra |'apice del
ventricolo sinistro e il punto medio della mitrale.

Inoltre sono state acquisite e salvate immagini ecocardiografiche a riposo e durante
il terzo minuto di recupero sia nel test PEMI che nei test CER e IP-PEMI. Se le
immagini venivano considerate di buona qualita da parte dell'operatore, veniva
registrato un frame di 6 s e analizzato in seguito da un operatore esterno che non

era a conoscenza del protocollo di studio. Per I'analisi dei dati di ogni singola prova
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sono stati presi in considerazione almeno tre battiti (range 3-6 battiti). La frazione di
eiezione ventricolare sinistra (EF) e stata calcolata secondo la formula (EDV-
ESV/EDV)e100.

Dalle stesse registrazioni utilizzate per la valutazione dei volumi ventricolari sinistri
sono stati rilevati anche il picco di velocita di riempimento ventricolare
protodiastolico (E vel), il picco di velocita di riempimento ventricolare telediastolico
(A vel) e il loro rapporto (E/A). Queste misure sembrerebbero correlare bene con la

funzione diastolica ventricolare sinistra [196, 197].

3.4 Analisi dei dati.

Tutti i dati dello studio sono riportati come media * SD.

| dati emodinamici raccolti tramite la cardiografia a impedenza durante i test sono
stati riportati come la media di oltre un minuto di monitoraggio. Per l'analisi
statistica sono stati presi in considerazione i valori a riposo, al terzo minuto di
esercizio e al sesto minuto di recupero. | parametri emodinamici raccolti
dall’ecocardiografia (EDV, ESV, e EF) sono stati rilevati solo a riposo e al terzo
minuto di recupero. L’analisi della varianza a due vie (ANOVA) & stata utilizzata per
confrontare i dati emodinamici delle varie fasi dei test (riposo, esercizio fisico,
recupero) con le tre sessioni proposte (PEMI, CER, IP-PEMI) seguita da Bonferroni
post-hoc quando opportuno.

Per valutare ulteriormente |'attivita dei metaboriflessi & stata impiegata la seguente
procedura: € stata calcolata la differenza delle variabili registrate tra il periodo di
ischemia post-esercizio del PEMI e quelle dei test IP-PEMI e CER al terzo minuto di
recupero. Questa procedura consente di valutare la risposte dovute all'attivita dei
metaboriflessi [186, 198]. Le differenze delle variabili misurate dovute alla risposta
dei metaboriflessi sono state analizzate mediante il t test per dati appaiati.

Per esaminare le differenze nelle tre sessioni del task failure & stata applicata
’ANOVA a una via per misure ripetute, seguita dal Tukey post-hoc quando
necessario.

| dati della NIRS raccolti durante la fase di precondizionamento del test IP-PEMI

sono il risultato della media di oltre cinque minuti di misurazione. | dislivelli di O,Hb
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sono stati analizzati con ’ANOVA a una via per misure ripetute, seguita da Tukey

post-hoc, se necessario.

L'analisi statistica e stata effettuata utilizzando il software GraphPad Prism e la

significativita statistica & stata stabilita come P <0.05 in tutti i casi.
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4. Risultati

Il protocollo di studio e stato completato da tutti i soggetti reclutati. Non sono
emersi durante I'esame preliminare e il CPX incrementale segni o sintomi di
malattie né cardiache né respiratorie.

Il massimo consumo d’ossigeno rilevato & stato di 43,5+ 6,7 ml @ min™ e kg™,
L’analisi statistica ha dimostrato che i parametri emodinamici iniziali, cioe i valori
registrati prima dell’inizio dei test previsti dal protocollo, non differivano tra loro,
indicando cosi che il IP non & stato in grado di influenzarne i valori a riposo.

Le misurazioni ecografiche Echo-Doppler durante le manovre di IP hanno
dimostrato l'assenza di qualunque flusso arterioso nel distretto interessato,
dimostrando che la pressione di 50 mmHg superiore a SBP & stata adeguata a creare
ischemia. Questo & stato confermato anche dall’analisi NIRS che ha evidenziato una
riduzione dei livelli di O,Hb, rispetto al riposo, durante tutti i 3 cicli di 5 minuti di
occlusione arteriosa. Questo parametro riaumentava verso i valori a riposo durante

le fasi di riperfusione (Grafico 1).
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Grafico 1. Andamento di O,Hb nelle diverse fasi del precondizionamento ischemico.

| valori medi di MVC raggiunti dai soggetti sono stati di 33.1 + 2.6 kg. Le
compressioni all’handgrip nei test per la valutazione dei metaboriflessi sono state
eseguite al 30% di MVC, ossia a 9,9 + 0,7 kg mentre quelle per il test Task Failure al

45% di MVC, ossiaa 14,9 + 1,1 kg.
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Le variazioni dei parametri emodinamici rilevate durante tutte le sessioni del
protocollo vengono mostrate nei grafici seguenti.

L'HR non ha mostrato differenze tra i vari test ma & stata influenzata
significativamente dal tempo (Grafico 2). Non sono state rilevate inoltre differenze

statisticamente significative per HR tra il PEMI e il IP-PEMI (Grafico 3).
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Grafici 2 & 3. Andamento della HR nelle tre sessioni di test e differenze nella risposta di HR
tra PEMI e IP-PEMI.

La Gittata sistolica (Grafico 4) non é stata influenzata né dal tempo né dal tipo di
test. Tuttavia, il test PEMI ha indotto una risposta della SV significativamente

maggiore rispetto al test IP-PEMI (Grafico 5).
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Grafici 4 & 5. Andamento della SV nelle tre sessioni di test e differenze nella risposta di SV
tra PEMI e IP-PEMI.
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Il comportamento di HR e SV ha portato nel corso del tempo ad un effetto

significativo sulla CO (Grafico 6), mentre il tipo di test non ha esercitato alcun

effetto. Inoltre, la risposta della CO era maggiore durante il PEMI che durante il test

IP-PEMI (Grafico 7).
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Grafici 6 & 7. Andamento della CO nelle tre sessioni di test e differenze nella risposta di CO

tra PEMI e IP-PEMI.

La Pressione arteriosa media & stata significativamente influenzata sia dal tempo

che dal tipo di test, ma non &€ emerso nessun effetto di interazione (Grafico 8). La

risposta di MAP era piu alta durante il PEMI che durante il test IP-PEMI (Grafico 9).
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Grafici 8 & 9. Andamento di MAP nelle tre sessioni di test e differenze nella risposta di MAP

tra PEMI e IP-PEMI.
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Le SVR non sono state influenzate né dal tempo né dal tipo di test (Grafico 10).
Tuttavia, come mostra il Grafico 11, la risposta delle SVR é stata piu alta durante il

IP-PEMI rispetto al PEMI.
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Grafici 10 & 11. Andamento di SVR nelle tre sessioni di test e differenze nella risposta di
SVR tra PEMI e IP-PEMI.

Il tempo ha cambiato in modo significativo il decorso di VFR mentre i tipi di test non
hanno influenzato questo parametro (Grafico 12). La risposta di questo parametro e

stata maggiore durante il test PEMI rispetto al test IP-PEMI (Grafico 13).
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Grafici 12 & 13. Andamento di VFR nelle tre sessioni di test e differenze nella risposta di
VFR tra PEMI e IP-PEMI.
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| parametri EDV, ESV, e EF non sono stati influenzati né dal tempo né dal tipo di test

(Grafici 14-16).
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Grafici 14, 15 & 16. Andamento di EDV, ESV e EF nelle tre sessioni di test.

Nel confronto dei valori di questi parametri tra PEMI e IP-PEMI non sono emerse
differenze per ESV e EF (Grafici 18 e 19) mentre si e trovata significativita per

guanto riguarda EDV che é stato piu alto durante il test PEMI (Grafico 17).
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Grafici 17, 18 & 19. Differenze nelle risposte di EDV, ESV e EF tra PEMI e IP-PEMI.

Gli indici di funzionalita diastolica miocardica rilevati con ecografia Echo-Doppler, E
vel, A vel, e E/A, non sono stati influenzati né dal tempo né dal tipo di test (Grafici
20-22). Inoltre non sono emerse differenze significative in questi parametri nel

confronto tra il test PEMI e il test IP-PEMI (Grafici 23-25).

33



—=— PEMI

-4~ CER
——|P-PEMI
E E/A
A E vel c Avel 2.5
607
3 504
P 2.0
K ,‘i 30
E4 5 e
201 1.5
104
o m = o = 3 o s &
o & & & & &

Grafici 20, 21 & 22. Andamento di E vel, A vel e E/A nelle tre sessioni di test.
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Grafici 23, 24 & 25. Differenze nelle risposte di E vel, A vel e E/A tra PEMI e IP-PEMI.

| tempi misurati nel Task Failure eseguito alla fine di ogni sessione di test non
hanno mostrato nessuna differenza statisticamente significativa (p = 0.42) (Grafico
26). Nel dettaglio, i tempi registrati, sono stati: 118.1 + 92.81 s per il PEMI, 132.22 +
92.38 s per il CER e 125.13 + 85.51 s per IP-PEMI.
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Grafico 26. Tempi ottenuti nel Task Failure nelle sessioni PEMI, CER e IP-PEMI.
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5. Discussione

Dai dati del presente lavoro il principale risultato che emerge & che |l
precondizionamento ischemico & stato in grado di ridurre la normale risposta
pressoria durante l'attivazione dei metaboriflessi. Dopo la manovra classica di
precondizionamento eseguita nel test IP-PEMI, la tipica risposta pressoria, che
normalmente viene osservata durante [Iischemia post-esercizio, & stata
notevolmente ridotta. Di fatto abbiamo osservato una riduzione della risposta della
MAP durante il test IP-PEMI rispetto al test PEMI. L'ipotesi iniziale del lavoro era
qguella di verificare se il precondizionamento ischemico fosse in grado di ridurre
I'attivita delle fibre nervose afferenti di tipo Il e IV del muscolo.

Seppure i dati raccolti non siano in grado di confermare inequivocabilmente questa
ipotesi, essa appare come la spiegazione piu aderente allo scenario emodinamico
emerso. La riduzione della MAP é stata la conseguenza di una ridotta risposta della
SV dopo IP che ha determinato anche una ridotta risposta della CO che non é stata
controbilanciata da un’adeguata variazione della HR. Infatti nei due impianti
sperimentali, PEMI e IP-PEMI, la risposta della HR & stata del tutto simile. La
riduzione della SV, presumibilmente, & da attribuire ad un’influenza negativa da
parte del precondizionamento ischemico sul ritorno venoso al cuore che ha portato
a valori di precarico diversi tra i due scenari. Durante il test IP-PEMI infatti i valori
registrati di EDV e di VFR sono stati inferiori rispetto al test PEMI.

Ampie evidenze dimostrano che le funzioni diastoliche e la capacita di aumentare il
pre-carico cardiaco sono importanti per raggiungere l'emodinamica normale
durante l'attivazione dei metaboriflessi [67, 70, 185, 186] e che la capacita di
centralizzare volumi di sangue mediante costrizione viscerale e venosa supporta la
prestazione ventricolare reclutando il meccanismo di Frank-Starling durante questo
riflesso [66, 67, 69,]. Inoltre, & stato recentemente riportato che, se tale
meccanismo viene compromesso inducendo dilatazione venosa, l'incremento della
MAP CO-mediata che avviene normalmente durante PEMI viene ridotta [185].

Nel presente lavoro, la riduzione di EDV e delle VFR, osservata dopo le manovre di
IP, sono stati alquanto inaspettati. Dai dati raccolti non & possibile dare una

spiegazione definitiva sul perché IP abbia causato una riduzione di questi parametri
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ma ¢ altamente improbabile che il precondizionamento abbia influito in maniera
negativa alterando le proprieta diastoliche del cuore. In realta gli indici di
funzionalita diastolica analizzati (velocita onde E e A), non risultano esser stati
influenzati. L'ipotesi piu probabile & che la riduzione di EDV sia stata la conseguenza
di una ridotta capacita di indurre costrizione venosa dopo IP. Questa ipotesi &
supportata dal fatto che, come ampiamente riportato in letteratura, il IP puod
promuovere la produzione di NO a livello vascolare [132, 157]. Di recente, inoltre,
stato dimostrato come la somministrazione di “donatori” di NO prima
dell’attivazione dei metaboriflessi possa compromettere il precarico cardiaco
inducendo vasodilatazione venosa e riducendo la capacita di spingere volumi di
sangue verso il cuore con conseguente impossibilita di reclutare il meccanismo di
Frank-Starling [185]. Questo fenomeno é stato in parte responsabile di una minore
risposta della SV e della MAP [185].

Anche nel presente impianto sperimentale & quindi possibile ipotizzare che le
manovre di precondizionamento, eseguite prima del test per |'evocazione dei
metaboriflessi, abbiano potuto aumentare la produzione di NO che a sua volta ha
determinato una ridotta possibilita di indurre costrizione venosa. Coerentemente
con questa ipotesi, durante il test IP-PEMI, sono stati registrati valori piu bassi di SV
e di CO che hanno portato ad una risposta minore della MAP. Tuttavia, non avendo
avuto la possibilita di raccogliere misure dirette della produzione di NO durante
I’esperimento, questa ipotesi non puo essere confermata.

Inoltre, poiché NO induce vasodilatazione arteriolare, se la sua concentrazione fosse
stata aumentata come ipotizzato, le SVR sarebbero dovute diminuire, mentre nella
realta sono aumentate. Questo andamento delle SVR si pone in netto contrasto
anche con l'ipotesi iniziale che il IP sia in grado di ridurre 'attivita delle afferenze di
tipo Ill e IV, riducendo cosi la risposta della pressione arteriosa durante |’attivazione
dei metaboriflessi. Una ridotta attivita di queste afferenze avrebbe dovuto
determinare un’attenuata attivazione simpatica e una riduzione delle SVR.

Una possibile spiegazione per 'aumento delle SVR riportate durante il test IP-PEMI
e che la riduzione della MAP abbia determinato I'attivazione dei baroriflessi
inducendo costrizione arteriolare per contrastare la ridotta CO attraverso I'aumento

del post carico. Questo a sua volta ha parzialmente corretto la risposta della MAP
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che pero € rimasta a livelli inferiori rispetto al test PEMI. Questo fenomeno
potrebbe aver mascherato ogni possibile dilatazione arteriolare indotta
dall’aumento di produzione di NO dovuta al IP.

E possibile ipotizzare che la ridotta risposta della MAP dopo IP non sia dovuta tanto
ad una riduzione dell’attivita dei metabocettori quanto piuttosto alla capacita di IP
di aumentare la produzione di NO e di indurre dilatazione venosa impedendo cosi la
possibilita di aumentare il flusso diastolico per sostenere EDV e SV.

Lo scenario emodinamico cosi proposto vede il normale meccanismo flusso-mediato
che fa aumentare la MAP durante I'attivazione dei metaboriflessi alterato dopo IP a
causa dell'impossibilita di aumentare adeguatamente il precarico cardiaco. In
guesta situazione, i baroriflessi sono riusciti, almeno parzialmente, a sostenere la
pressione arteriosa inducendo costrizione arteriolare.

Questa ipotesi € in linea con il concetto che la normale risposta emodinamica
dovuta ai metaboriflessi dipenda dalla possibilita di regolare tutti i quattro principali
modulatori emodinamici (HR, funzioni cardiache, pre-carico e post-carico) e che la
possibilita di migliorare il precarico cardiaco sia un fattore chiave di questo
meccanismo [66, 67, 69, 185].

Per quanto riguarda il test di Task Failure, il IP non & stato in grado di influenzare in
alcun modo il tempo dell’esercizio. Questo fatto contrasta con l'ipotesi che il
precondizionamento possa avere un ruolo nel migliorare la prestazione muscolare,
almeno quando applicato a gruppi muscolari limitati come nel presente lavoro. In
guesta sperimentazione pertanto, non emerge nessun dato che possa avvalorare
I'ipotesi che IP possa ridurre con successo la sensazione di fatica tramite la
riduzione dell’attivita afferente di tipo lll e IV.

Va comunque considerato che, come riportato in precedenza, da un lato, queste
afferenze inducono la sensazione di stanchezza, mentre dall'altro, assicurano
aggiustamenti cardiovascolari efficaci per I'esercizio. Cosi, bloccando queste fibre si
puo inibire la sensazione di fatica, ma si ostacola anche la risposta cardiovascolare,

limitando in tal modo la prestazione fisica [57, 183].
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6. Limiti dello studio

Il presente studio presenta alcune limitazioni potenziali. Una prima limitazione
potrebbe essere rappresentata dal fatto che non si sia somministrato un test falsa.
La scelta é stata dettata dal fatto che e praticamente impossibile allestire un test
placebo di controllo che imiti le manovre del IP. Classicamente questo viene fatto
gonfiando il manicotto pneumatico ad una pressione di 20 mmHg [175], tuttavia, i
soggetti riconoscono chiaramente la differenza tra 20 mmHg e i 50 mmHg superiori
alla pressione sistolica utilizzati in questo impianto sperimentale. Inoltre, anche una
pressione cosi bassa potrebbe riuscire potenzialmente a bloccare il flusso sanguigno
provocando accumulo di metaboliti e innesco della cascata metabolica del IP.
Questo paradossalmente fornirebbe ulteriori risultati confondenti.

Un altro potenziale limite e costituito dall’'impossibilita di raccogliere dati sulla
produzione di NO. Il dosaggio di questo metabolita avrebbe potuto confermare
I'ipotesi che I'aumento di produzione di NO dopo IP sia stato il responsabile della
ridotta capacita di venocostrizione che non ha permesso di sostenere il precarico

cardiaco durante |'attivazione dei metaboriflessi.
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