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La Dott.ssa Daria Santini, durante il corso di Dottorato in Medicina Sperimentale, ha svolto 
la sua attività di ricerca presso i laboratori del Dipartimento di Medicina Clinica e Molecolare, 
Sapienza Università di Roma e Azienda Ospedaliera Sant'Andrea, sotto la supervisione del Dott. 
Pietro Francia. 
 

Nel corso del Dottorato, la Dott.ssa Santini ha studiato la morte cardiaca improvvisa, con 
particolare riferimento allo scompenso cardiaco e alla cardiomiopatia ipertrofica (CMI), soprattutto 
in relazione all’individuazione dei fattori predisponenti ad un elevato rischio aritmico. 

L’insufficienza cardiaca presenta un notevole impatto sulla Società, in termini di prevalenza, 
costi ed ospedalizzazioni. Circa la metà dei pazienti affetti muore improvvisamente, a causa di 
aritmie ventricolari. Una delle principali indicazioni all’impianto del defibrillatore automatico 
(ICD) in prevenzione primaria è rappresentata dal riscontro di una severa disfunzione del ventricolo 
sinistro.  
Al fine di individuare ulteriori marcatori di rischio aritmico, la Dott.ssa Santini ha seguito due studi, 
entrambi in una popolazione di pazienti affetti da scompenso cardiaco, già portatori di ICD. 
Nel primo studio, la Dott.ssa Santini ha analizzato il ruolo di varianti geniche a carico del recettore 
cardiaco rianodinico (Ryr2), una proteina localizzata nel reticolo sarcoplasmatico deputata al 
rilascio di Ca++ intracellulare. La Ryr2 svolge un ruolo cruciale nel processo di eccitazione-
contrazione e nell’omeostasi elettrica dei cardiomiociti. In particolare, un gruppo di pazienti affetti 
da insufficienza cardiaca e portatori di ICD in prevenzione primaria o secondaria è stato sottoposto 
ad analisi del genotipo, per individuare l’eventuale presenza della variante genica rs3766871 di 
Ryr2. Tale mutazione determina la comparsa di un sito di fosforilazione per la protein chinasi C con 
un conseguente incremento del rilascio di calcio dal reticolo sarcoplasmatico. I pazienti sono stati 
seguiti presso un ambulatorio aritmologico dedicato con un follow-up semestrale, in occasione del 
quale sono stati registrati eventuali interventi appropriati del dispositivo su eventi aritmici, quali 
tachicardia e fibrillazione ventricolare (TV/FV).  Da questo studio è emerso che la variante genica 
rs3766871 di Ryr2 è associata ad un rischio aumentato di aritmie ventricolari in pazienti affetti da 
scompenso cardiaco: la prevalenza della variante allelica era infatti tre volte maggiore nei pazienti 
sottoposti ad impianto di ICD in prevenzione secondaria ed in coloro che avevano presentato 
interventi appropriati del defibrillatore, rispetto ai pazienti liberi da eventi aritmici. 
 



Nel tentativo di individuare fenotipi ad alto rischio sulla base di anomalie di substrato anatomico ed 
elettrico, un secondo studio ha valutato, in pazienti affetti da scompenso cardiaco, i livelli 
plasmatici di osteopontina e galectina-3, quali fattori determinanti l’attivazione/proliferazione dei 
fibroblasti e il rimodellamento della matrice extracellulare. L’osteopontina è una glicoproteina della 
matrice extracellulare, secreta da varie cellule, tra cui macrofagi e fibroblasti, e svolge un ruolo 
chiave nel turnover e nella composizione della matrice stessa; la galectina-3 è, invece, una proteina 
secreta da macrofagi attivati, coinvolta in molti processi fisio-patologici, tra cui infiammazione e 
fibrosi, inducendo la proliferazione dei fibroblasti e la produzione di collagene. Lo scopo dello 
studio è consistito nel valutare se i livelli plasmatici di osteopontina e galectina-3 fossero in grado 
di predire il rischio di aritmie ventricolari potenzialmente fatali, quali TV/FV, in una coorte di 
pazienti affetti da scompenso cardiaco e portatori di ICD in prevenzione primaria.  
Lo studio ha dimostrato che i pazienti con interventi appropriati del defibrillatore presentano livelli 
plasmatici più elevati di osteopontina e galectina-3, avvalorando pertanto l’ipotesi che i livelli 
plasmatici di questi biomarcatori possano essere utilizzati come indicatori di estensione e attività 
del turnover della matrice extracellulare e quindi di rischio aritmico legato all’eterogeneità di 
substrato nella conduzione elettrica cardiaca.  

La cardiomiopatia ipertrofica (CMI) è la più comune tra le patologie cardiovascolari a carattere 
ereditario e costituisce, inoltre, la principale causa di morte cardiaca improvvisa in soggetti giovani 
ed in atleti apparentemente sani. La prevenzione della morte improvvisa nella CMI è affidata al 
defibrillatore impiantabile, sia in pazienti sopravvissuti ad un arresto cardiaco da 
fibrillazione/tachicardia ventricolare, sia in coloro che, nell’ambito della prevenzione primaria, sono 
considerati ad elevato rischio aritmico. Nel tentativo di perfezionare gli attuali standard di 
definizione del rischio in prevenzione primaria, la Dott.ssa Santini ha partecipato allo sviluppo di 
due protocolli di ricerca volti ad identificare nuovi stratificatori di rischio aritmico.  
Il primo protocollo di ricerca stato indirizzato allo studio delle caratteristiche e del significato 
clinico della tachicardia ventricolare non sostenuta in pazienti affetti da cardiomiopatia ipertrofica 
ad alto rischio. In particolare, lo studio ha verificato se un monitoraggio del ritmo di lungo termine 
mediante il defibrillatore impiantabile consentisse di stimare più accuratamente la prevalenza e 
valutare il significato clinico e prognostico delle aritmie ventricolari non sostenute.  Lo studio è 
stato condotto su una coorte di 51 pazienti consecutivi affetti da CMI portatori di ICD in 
prevenzione primaria. Sono state registrate e confrontate le caratteristiche delle aritmie riscontrate 
all’ECG Holter con quelle riscontrate al controllo ambulatoriale del defibrillatore. Dall’analisi dei 
dati è emerso che il riscontro di tachicardie ventricolari non sostenute prolungate e ad elevata 
frequenza cardiaca costituiscono un predittore di interventi appropriati del defibrillatore.  
Il secondo obiettivo di ricerca è stato quello di identificare il ruolo delle varianti alleliche dell’ANP 
nella stratificazione prognostica dei pazienti affetti da CMI.  
L’ANP, nell’ambito della famiglia dei peptidi natriuretici, svolge un ruolo fondamentale nella 
regolazione dell’omeostasi cardiovascolare, intervenendo nella regolazione del tono della 
muscolatura liscia dei vasi, nel bilancio idro-elettrolitico e nel rimodellamento del miocardio. La 
principale funzione dell’ANP consiste, infatti, nel promuovere la natriuresi e la diuresi a livello 
renale e la vasodilatazione, intervenendo pertanto nella regolazione del volume ematico circolante e 
della pressione. Questa funzione è mediata dal recettore natriuretico di tipo A (NPR-A), un 
recettore transmembrana contenente un dominio intracellulare dotato di attività guanilato ciclasica. 
In seguito al legame con l’ANP, il recettore si attiva promuovendo la produzione di cGMP: 
l’incremento dei livelli intracellulari di cGMP attiva la protein chinasi cGMP dipendente (PKG), 
che, a sua volta, aumenta il tasso di filtrazione glomerulare, inibisce il riassorbimento di acqua e 
sodio nei tubuli prossimali e collettori del rene, ed inibisce la secrezione di renina dalle cellule 
iuxtaglomerulari. Nelle cellule muscolari lisce, l’attivazione della PKG riduce i livelli intracellulari 
di Ca++ e la sensibilità dell’apparato contrattile al Ca++, determinando pertanto un rilasciamento 
delle cellule muscolari lisce. L’ANP, inoltre, inibisce la produzione di aldosterone nelle ghiandole 
surrenaliche, mentre, a livello cardiaco, presenta un’azione anti-ipertrofica indipendente dal suo 



effetto sulla pressione arteriosa. Alcuni studi hanno dimostrato anche un suo importante ruolo nel 
rimodellamento vascolare, in quanto inibisce la proliferazione delle cellule muscolari lisce vasali e 
regola la crescita, la migrazione e la permeabilità delle cellule endoteliali, di rilevante importanza 
nei processi di angiogenesi.  
Il gene dell’ANP è localizzato sul cromosoma 1p36.2 e contiene tre esoni e due introni. Sin dagli 
inizi degli anni ’90, nel locus genico dell’ANP, sono stati identificati diversi polimorfismi associati 
a patologie cardiovascolari quali l’ipertensione arteriosa, la nefropatia diabetica e lo stroke 
ischemico. Modelli animali geneticamente manipolati di knock-out e di iper-espressione del gene 
ANP confermano quanto osservato nell’uomo. In particolare, dalle evidenze epidemiologiche e 
sperimentali emerge un ruolo eziopatogenetico delle concentrazioni del peptide circolante. Elevate 
concentrazioni aumenterebbero il rischio di malattie cardiovascolari quali lo stroke e l’infarto del 
miocardio, mentre basse concentrazioni aumenterebbero il rischio di ipertensione aretriosa e di 
ipertrofia ventricolare sinistra. Accanto al ruolo delle concentrazioni circolanti, è emerso, più di 
recente, anche quello delle alterazioni strutturali del peptide, responsabili a loro volta di alterazioni 
funzionali, come ad esempio un maggior rischio di sviluppare eventi cerebrovascolari sia in un 
modello animale che nell’uomo.  
Le mutazioni attualmente note nelle regioni codificanti dell’ANP sono due: una localizzata nella 
regione del promotore ed una seconda corrispondente ad una mutazione dello stop codon all’interno 
dell’esone 3, determinante la sintesi di un peptide di 30 anzichè 28 aminoacidi.  
Relativamente alla variante -664C>G, localizzata nel promotore, vari studi avrebbero dimostrato 
che l’allele mutato G si associa a livelli significativamente più bassi del proANP circolante, ad un 
elevato rischio di ipertensione arteriosa e allo sviluppo di ipertrofia ventricolare sinistra.  
La variante rs5065, ossia g.2238T>C, localizzata nell’esone 3,  determina la formazione di una 
proteina mutata (ANP-RR) caratterizzata  da due residui aminoacidici (arginina) sovrannumerari a 
livello C-terminale. Dalla letteratura emerge che l’allele mutato C è associato ad un elevato rischio 
di ipertensione arteriosa, stroke, malattia coronarica ed infarto del miocardio. Studi più recenti 
hanno, inoltre, mostrato che la variante ANP-RR incrementa la stimolazione dell’NPR-C, 
determinando disfunzione endoteliale e stress ossidativo nella muscolatura liscia vasale. 
Infine, la variante intronica G1837A, ha una prevalenza piuttosto bassa nella popolazione europea, 
essendo più comune negli ipertesi afro-americani. Studi giapponesi hanno mostrato un’associazione 
della variante G1837A e T2238C con l’ipertensione essenziale. 
Lo scopo primario della Dott.ssa Santini è stato quello di verificare se, in pazienti affetti da 
cardiomiopatia ipertrofica, i polimorfismi dell’ANP fossero associati a morte cardiaca improvvisa, 
arresto cardiaco resuscitato o ad aritmie potenzialmente “letali” documentate (TV/FV). Inoltre, è 
stato studiato studiato l’eventuale associazione con fenotipi considerati ad “alto rischio” quali 
l’ipertrofia massiva, l’evoluzione end-stage ed il riscontro, alla risonanza magnetica cardiaca, di 
“late gadolinum enhacement”, espressione di fibrosi intramiocardica. 
Sono stati arruolati pazienti con diagnosi certa di cardiomiopatia ipertrofica, con ampio spettro di 
rischio aritmico. I pazienti sono stati sottoposti, previo consenso informato, ad un prelievo ematico 
per l’analisi genetica: l’estrazione del DNA da campioni di sangue periferico è stata effettuata 
usando un kit commerciale (Qiagen). I polimorfismi sono stati individuati Mediante l’utilizzo di 
enzimi di restrizione: RsaI per la mutazione nel promotore –C664G; HpaII per la mutazione 
intronica G1837A e l’enzima ScaI per la mutazione T2238C dell’esone 3. Le PCR (reazione a 
catena della polimerasi) sono state eseguite in un PTC-100 thermal cycler. È stata quindi eseguita 
un’analisi dei prodotti di PCR con elettroforesi su gel di agarosio.  
I dati ottenuti hanno mostrato che la presenza delle varianti C2238-ANP e dell’A664-ANP si 
associa ad un outcome sfavorevole nei pazienti con CMI, in quanto determina un rischio aumentato 
di arresto cardiaco resuscitato, di intervento appropriato del defibrillatore impiantabile e di morte 
cardiaca improvvisa. I risultati sono stati confermati anche in analisi multivariata. Non è stata, 
invece, riscontrata un’associazione statisticamente significativa tra le suddette varianti alleliche 



dell’ANP ed il fenotipo end-stage, l’ipertrofia massiva od il riscontro di potenziamento tardivo alla 
risonanza magnetica dopo somministrazione di gadolinio. 
I risultati dello studio suggeriscono pertanto che, nei pazienti affetti da CMI, alcune varianti 
alleliche dell’ANP sono in grado di produrre alterazioni anatomo-funzionali del muscolo cardiaco 
di significato pro-aritmico. Pertanto, tali varianti potrebbero in futuro rappresentare uno strumento 
complementare per la definizione del rischio di morte improvvisa nella CMI e guidare le scelte 
terapeutiche nell’ampia popolazione di pazienti a rischio intermedio in cui la decisione di 
impiantare un defibrillatore automatico deve essere individualizzata.  
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Il Collegio dei Docenti giudica l’attività scientifico-formativa della Dott.ssa Daria Santini in modo 
positivo, in base alla frequenza e all’attività di ricerca complessivamente svolta. Esprime parere 
favorevole alla presentazione di una tesi di Dottorato dal titolo:  
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