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Interrelazioni tra disfunzione endoteliale

e stress ossidativo;

valutazione della perossidazione lipidica

in particolari quadri clinici

C. URSO, E. HOPPS, R. LO PRESTI, G. CAIMI

| termine “disfunzione endoteliale” iden-

tifica una condizione patologica caratte-
rizzata da ridotta vasodilatazione e da at-
tivita procoagulante e pro-inflammatoria,
correlata ad una ridotta biodisponibilita di
ossido nitrico (NO), ad un eccesso ossida-
tivo e ad un’aumentata azione dell’endote-
lian 1 (ET-D L

I ROS (reactive oxygen species) hanno
un ruolo nella disfunzione endoteliale in
quanto determinano I'inattivazione dellNO
e la produzione di perossinitriti. Questi ul-
timi alterano la funzione delle cellule en-
doteliali, aumentano l'effetto proaterogeno
delle LDL e riducono la biodisponibilita di
NO, inibendone la sintesi, oppure inattivan-
do direttamente 'NO per I'eccesso di anio-
ne superossido. L'aumento della concentra-
zione intracellulare di ROS attiva il fattore
nucleare NF-kB, determinando un aumento
della trascrizione di geni pro-inflammatori e
I'espressione di molecole di adesione 2.

In condizioni fisiologiche vi & uno stato
di equilibrio tra la produzione endogena di
radicali liberi e la capacita di neutralizzarli
da parte dei sistemi antiossidanti. Quando la
produzione di specie reattive eccede la ca-
pacita dell'organismo di eliminarle si deter-
mina una condizione di “stress ossidativo”.

Tutte le specie reattive dell’ossigeno ra-
dicaliche (anione superossido-O,, radicale
idrossile-HO-, radicale idroperossile-ROO-,
NO, radicali lipidici) e non radicaliche (ossi-
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geno singoletto, perossido di idrogeno, pe-
rossinitrito-ONOO-, acido ipocloroso-HOCI)
possiedono attivita ossidante. L'eccessiva
presenza di radicali liberi, quando non ade-
guatamente controbilanciata dal sistema
antiossidante, induce alterazioni patologi-
che tra cui: la perossidazione lipidica, I'a-
poptosi, la proteolisi incontrollata, 'azione
mutagena sul DNA e l'alterata espressione
genica, implicati nella patogenesi di neopla-
sie, diabete mellito, malattia aterosclerotica,
danno ischemia/riperfusione, insufficienza
renale cronica (IRC) e malattie neurodege-
nerative ed inflammatorie croniche 3.

I ROS originano da diverse fonti quali la
respirazione mitocondriale, la lipossigenasi,
la ciclossigenasi, il citocromo p450, 'eme
ossigenasi, la xantina ossidasi, la NO sintasi
(NOS) e soprattutto la NADH/NADPH ossi-
dasi che ¢ la maggiore fonte di O, 4.

Stress ossidativo e i principali
fattori di rischio cardiovascolari

La maggiore produzione di ROS nei sog-
getti ipertesi € associata ad una sovra rego-
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lazione della NADPH ossidasi vascolare 5.
I radicali prodotti aumentano la concentra-
zione di calcio nelle cellule della muscolatu-
ra liscia vascolare e nelle cellule endoteliali
attivando l'inositolo trifosfato e inibendo
lattivita della Ca2+-ATPasi, alterando, quin-
di, il tono vascolare 6. Oltre alla maggiore
produzione di ROS, nei soggetti ipertesi si
osservano una ridotta attivita degli enzimi
antiossidanti ed una maggiore espressione
endoteliale di molecole di adesione, Tissue
factor (TF) e Von Willebrand factor (vWF),
markers di uno stato pro-inflammatorio e
pro-coagulativo che aumenta il rischio di
aterosclerosi e trombosi 7.

Ruolo non secondario & quello dell’iper-
glicemia che puo indurre stress ossidativo
attraverso diversi meccanismi che coinvol-
gono l'azione diretta del glucosio e l'attiva-
zione di diverse attivita enzimatiche, quali
la NADPH-ossidasi, la xantina-ossidasi, le li-
possigenasi, i citocromi P 450 e la eNOS 89,

Dati sperimentali e clinici dimostrano
che elevate concentrazioni plasmatiche di
colesterolo totale e LDL si associano ad al-
terazione della funzione endoteliale indi-
pendentemente dalla coesistenza di altro
danno vascolare 10, I ROS prodotti a livello
della placca aterosclerotica possono favori-
re la progressione e I'instabilita delle lesioni
esercitando un’azione chemiotattica sulle
cellule inflammatorie, alterando il bilancio
proteasi/antiproteasi nella matrice connet-
tivale e stimolando la proliferazione dei fi-
broblasti e delle cellule muscolari lisce 11,
La ridotta biodisponibilita di NO sarebbe
causata da vari meccanismi tra cui il disac-
coppiamento della eNOS sembra essere il
piu importante. Anche i soggetti fumatori
presentano una ridotta risposta vasodilatan-
te endotelio-dipendente determinata dalla
ridotta disponibilita di NO causata dalla ni-
cotina 12,

Un’elevata concentrazione plasmatica di
omocisteina € considerata fattore di rischio
indipendente per la malattia aterosclerotica.
In presenza di iperomocisteinemia si osser-
va un'’inibizione dell’attivita degli enzimi
antiossidanti, come la glutatione perossi-
dasi o I'eme ossigenasi-1, I'attivazione del-
le NADPH ossidasi con produzione di O,,
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che determina una maggiore ossidazione
dell'omocisteina, l'induzione del processo
di perossidazione lipidica e l'inibizione del
catabolismo di ADMA, inibitore competitivo
della NOS 1.

Lo stress ossidativo e la disfunzione en-
doteliale che caratterizzano lipertensione
ed il diabete mellito costituiscono, inoltre,
i principali fattori di rischio nella patologia
renale. L'uremia di per sé aumenta l'attiva-
zione leucocitaria ed il burst ossidativo. Lo
stress ossidativo che ne consegue & impli-
cato nelle complicanze dell'IRC quali I'a-
nemia, 'amiloidosi, I'aterosclerosi e la mal-
nutrizione: L'entita dello stress ossidativo
correla con il declino del GFR 14 15,

I risultati di diversi studi sottolineano il
ruolo dell’lOSAS (obstructive sleep apnea
syndrome) come fattore di rischio indipen-
dente per le malattie cardiovascolari. Li-
possia intermittente che caratterizza 'OSAS,
promuove la formazione di ROS similmen-
te a quanto osservato in corso di ischemia /
riperfusione 16, Diverse ricerche hanno evi-
denziato elevati livelli di ADMA nei soggetti
affetti da OSAS che, in associazione all’'in-
cremento dei livelli di superossido, riduco-
no la disponibilitd di NO inducendo disfun-
zione endoteliale 17.

I complessi effetti dei ROS sottolineano
I'importanza dell’identificazione di biomar-
kers di stress ossidativo ed il loro valore
predittivo nella valutazione delle patologie
cardiovascolari. Sono diversi i prodotti di os-
sidazione derivati da lipidi, proteine e DNA.
Nello specifico, nell’ambito delle malattie
cardiovascolari diversi studi hanno valuta-
to il ruolo dei prodotti della perossidazio-
ne lipidica, tra i piu studiati gli isoprostani
(IsoPs) e la malonildialdeide (MDA) 18,19

Gli IsoPs sono generati dalla perossida-
zione dell'acido arachidonico; tra questi,
gli F2-IsoPs sono piu stabili e di maggiore
utilita come biomarkers. Diversi studi han-
no mostrato che i livelli plasmatici e urina-
ri di IsoPs correlano in vivo con lo stress
ossidativo 20, 21, Gli IsoPs risultano elevati
in associazione con diversi fattori di rischio
cardiovascolare 22, cosi come nell’ischemia/
riperfusione miocardica e nell'IRC 23, 24, Essi
risultano inoltre aumentati a livello delle le-

December 2015



INTERRELAZIONI TRA DISFUNZIONE ENDOTELIALE E STRESS OSSIDATIVO

sioni aterosclerotiche e avrebbero un ruolo
nella patogenesi dell’aterosclerosi attraver-
so gli effetti sulla vasocostrizione, sull’ag-
gregazione piastrinica e sulla proliferazio-
ne delle cellule muscolari lisce vascolari 25.
Diversi trials che hanno valutato la terapia
con antiossidanti al fine di diminuire la pro-
duzione di IsoPs hanno mostrato risultati
contrastanti, sebbene sia noto che la loro ri-
duzione correli con la riduzione del rischio
cardiovascolare 26,

La MDA ¢& generata in vivo dalla perossi-
dazione degli acidi grassi polinsaturi; essa
reagisce con le proteine e risulta di per se
aterogenica. MDA ¢ quantificata attraverso
la reazione con l'acido barbiturico e la mi-
surazione dei livelli di thiobabituric acid-
reactive substances (TBARS); questi ultimi
sono considerati indicatori di stress ossida-
tivo in diversi modelli di patologia umanar- I
TBARS correlano con i livelli di ICAM-1 ed
essi avrebbero un valore prognostico indi-
pendente dagli altri markers di flogosi (IL-6,
PCR). Gli elevati livelli di TBARS sembre-
rebbero predire gli eventi cardiovascolari
maggiori e la progressione dell’aterosclerosi
carotidea.

Anche in corso di OSAS si riscontrano
diversi markers di stress ossidativo derivati
dalla perossidazione lipidica, dalla carbo-
nicazione proteica e dall’ossidazione del
DNA. In differenti studi i livelli di TBARS
risultano significativamente pil elevati nei
soggetti affetti da OSAS severa rispetto ai
controlli.

Tenuto conto di tale premessa, abbiamo
valutato, nel tempo, i valori della perossida-
zione lipidica in diversi gruppi.

Soggetti e risultati

Sono stati presi in considerazione i se-
guenti gruppi di soggetti.

Il primo includeva 25 soggetti (19 uomini
e 6 donne, eta media 44,4+7,7 anni) affetti
da ipertensione arteriosa essenziale lieve-
moderata non trattata. In questo gruppo,
in cui la durata media dell'ipertensione era
di 19,3+32,8 mesi, la pressione diurna si-
stolica e diastolica era di 133,80+8,12 e di
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86,05+£6,79 mmHg, la pressione notturna si-
stolica e diastolica era di 120,40+10,86 e di
75,00+7,65 mmHg, mentre la pressione sisto-
lica e diastolica delle 24 ore risultava essere
di 128,00+8,50 e di 81,73+6,36 mmHg. Questi
ipertesi sono stati paragonati ad un gruppo
controllo di 27 soggetti (20 uomini e 7 donne,
eta media 41,30+6,2 anni). Negli ipertesi la
perossidazione lipidica, valutata come thio-
barbituric acid-reactive substances (TBARS)
analogamente ai restanti gruppi considera-
ti, era marcatamente aumentata rispetto al
gruppo controllo (N=5,75+1,21 nmol/ml vs.
EH=12,00+1,69 nmol/ml, p<0,001). I valori di
TBARS non risultavano correlati né ai valori
tensivi sistolici e diastolici, né ai parametri
metabolici, né ai parametri antropometrici.

Il secondo includeva 55 soggetti (50 uo-
mini e 5 donne, eta media 41,2+4,9 anni)
con pregresso infarto acuto del miocardio.
Relativamente ai principali fattori di rischio
cardiovascolare, al momento dell’evento
acuto 17 presentavano da 0 a 1 fattore di
rischio, 15 presentavano 2 fattori di rischio
e 23 piu di 2. 47 di questi soggetti erano
stati sottoposti in fase iniziale ad indagine
coronarografica che aveva evidenziato co-
ronarie indenni in 8, il coinvolgimento di
un solo vaso in 24 ed il coinvolgimento di 2
0 3 vasi in 15. Questo gruppo € stato messo
a confronto con un gruppo controllo di 51
soggetti (39 uomini e 12 donne, etd media
36,2+7,8 anni). Nel gruppo di ex-infartuati
la perossidazione lipidica risultava aumen-
tata (N=5,59+1,27 nmol/ml vs. Ex-infartua-
ti=7,75+1,87 nmol/ml, p<0,001).

Il terzo includeva 41 soggetti (25 uomini
e 16 donne, etd media 64,7+11,1 anni) af-
fetti da IRC in trattamento conservativo. Le
cause dell'IRC erano la pielonefrite cronica
in 9, la nefroangiosclerosi in 6, la pielonefri-
te cronica associata a nefroangiosclerosi in
8, la glomerulonefrite cronica in 5, la nefro-
patia diabetica in 8 ed il rene policistico in
5. In questo gruppo la creatinina sierica era
di 3,05+1,79 e la clearance della creatinina
endogena di 28,56+17,13 ml/min, la con-
ta leucocitaria di 7498+2844 ed il livello di
emoglobina di 12,2+2,1 g/dl. I soggetti con
IRC sono stati inoltre suddivisi in relazio-
ne all’eta; 22 soggetti infatti avevano meno
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di 65 anni e 19 soggetti piu di 65 anni. I
soggetti con IRC sono stati paragonati con
un gruppo controllo di 51 soggetti (39 uo-
mini e 12 donne, range di eta 24-60 anni).
Nei soggetti con IRC la perossidazione li-
pidica risultava marcatamente incrementa-
ta (N=5,59+1,27 nmol/l vs. IRC=10,61+1,95
nmol/l, p<0,001) e non influenzata dall’eta
dei soggetti. I valori della perossidazione li-
pidica inoltre non risultavano correlati alla
creatinina ed alla sua clearance, alla conta
leucocitaria ed ai livelli di emoglobina.

Il quarto gruppo includeva 106 soggetti
(61 uomini e 45 donne, eta media 53,5+8,9
anni) con sindrome metabolica (MS), suc-
cessivamente suddivisi in relazione alla
presenza o meno del diabete ed in base al
rapporto TG/HDL (indice indiretto di insu-
lino-resistenza). Nell'intero gruppo il valore
medio di circonferenza delladdome era di
106,7411,2 cm, il BMI di 32,21+4,53, i va-
lori tensivi arteriosi di 132,1+16,3/81,2+9,9
mmHg, la glicemia di 114,3+44,3 mg/dl, la
colesterolemia di 213,9+53,0 mg/dl, il coleste-
rolo-HDL di 40,0+10,8 mg/dl, il colesterolo-
LDL di 133,2+46,5 mg/dl ed i trigliceridi di
220,2+147,8 mg/dl. 1l gruppo controllo inclu-
deva 41 soggetti (27 uomini e 14 donne con eta
media di 41,6+7,9 anni). Nei soggetti con MS
la perossidazione lipidica risultava aumentata
(N=5,902+1,211 nmol/l vs. MS=8,983+0,722
nmol/l, p<0,001) e non influenzata né dalla
presenza del diabete né dal grado di insuli-
no resistenza, anche se nell’intero gruppo era
presente una correlazione positiva tra TBARS
e TG/HDL (r=0,250, p<0,01).

Il quinto gruppo includeva 48 soggetti
(36 uomini e 12 donne, eta media 49,7+14,6
anni) affetti da OSAS. Nell'intero gruppo il
valore medio della circonferenza addome
era di 118,8+16,1 cm, il BMI di 35,37+7,31,
la circonferenza collo di 44,41+4,53 cm, 'in-
dice apnea/ipopnea (AHD di 38,47+25,66,
la saturazione media di ossigeno (mSO,)
91,1+3,68% e lindice di desaturazione di
ossigeno (ODI) 39,34+29,03. L'intero grup-
po ¢ stato poi suddiviso in relazione ai va-
lori di AHI in due sottogruppi: 21 soggetti
con AHI<30 e 27 soggetti con AHI>30. Il
gruppo con OSAS e stato paragonato ad un
gruppo controllo di 59 soggetti (43 uomi-
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ni e 16 donne, eta media 36,24+8,25 anni).
Nell'intero gruppo di OSAS la perossidazio-
ne lipidica risultava lievemente aumentata
(N=5,712+1,42 nmol/l vs. OSAS=643+1 63
nmol/l, p<0,05); suddividendo i sogget-
ti in base all’AHI, invece, nel gruppo con
AHI<30 la perossidazione lipidica risultava
sovrapponibile al gruppo controllo, mentre
nel gruppo con AHI>30 i suoi valori risul-
tavano incrementati rispetto al gruppo con-
trollo. Nei soggetti con OSAS la perossida-
zione lipidica correlava con i valori di AHI
ed ODI e con la mSO,,.

L'ultimo gruppo includeva invece 42
soggetti (21 uomini e 21 donne, etad media
66,83+14,8 anni) affetti da IRC in trattamen-
to dialitico cronico. Le cause dell'IRC erano
la nefroangiosclerosi in 12, la glomerulone-
frite cronica in 4, la nefropatia diabetica in
10, il rene policistico in 4, mentre la causa
dell'IRC € rimasta non accertata in 12. La
durata della dialisi era di 55,3+43,5 mesi.
Questo gruppo € stato paragonato con un
gruppo controllo di 51 soggetti (39 uomini
e 12 donne, eta media 36,2+7,8 anni). Nei
dializzati si & riscontrato 'aumento della pe-
rossidazione lipidica (N=5,59+1,27 nmol/l
vs. D=8,67+1,43 nmol/l, p<0,001). Negli
stessi 42 soggetti la valutazione della peros-
sidazione lipidica ¢ stata eseguita prima e
dopo seduta dialitica (Pre=8,67+1,43 nmol/l
vs. Post=9,27+1,81 nmol/1)

Conclusioni

Questi dati, pur relativi a differenti casi-
stiche, tendono ad avvalorare il fatto che
allorquando si ha a che fare con patologie
croniche non solo di stretta pertinenza car-
diovascolare, ma anche nelle quali & tutta-
via elevato il coinvolgimento cardiovasco-
lare, la perossidazione lipidica, indicatore
maggiore dello stress ossidativo, si discosta
in misura netta dai valori normali.
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