REVIEWS

MINERVA MED 2011;102:59-77

Stress ossidativo e disfunzione endoteliale

C. URSO, G. CAIMI

OXIDATIVE STRESS AND ENDOTHELIAL DYS-
FUNCTION

Endothelial dysfunction and oxidative stress
are the main pathophysiological mechanisms of
several diseases such as hypertension, athero-
sclerosis, dyslipidemia, diabetes mellitus, car-
diovascular disease, renal failure and ischemia-
reperfusion injury. Reactive oxygen species
(ROS) can modulate cellular function, receptor
signals and immune responses in physiological
conditions, but when present in excess, they me-
diate progressive endothelial damage through
growth and migration of vascular smooth mus-
cle and inflammatory cells, alteration of extra-
cellular matrix, apoptosis of endothelial cells,
activation of transcription factors (NFkB, AP-1),
over-expression of inflammatory cytokines and
adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1 , E-selec-
tin). Recent evidences suggest that the major
source of ROS is the NADPH-oxidase, especially
activated by angiotensin II, shear stress and
hyperglycemia. The unbalance between produc-
tion of free radicals and the ability to neutralize
them by antioxidant systems causes a condition
of “oxidative stress”. ROS alter vascular tone by
increasing concentration of cytosolic calcium
and especially causing a decreased availability
of nitric oxide, the principal agent of endothe-
lial function with vasodilating action. The data
emerged from experimental and clinical studies
confirm that endothelium-dependent vasodila-
tion is altered in many diseases.
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L’endotelio non costituisce solo una bar-
riera meccanica tra il sangue e la parete
vascolare muscolare ma rappresenta un
vero e proprio organo con la funzione di
modulare il tono vasale e il flusso ematico
in risposta a stimoli umorali, nervosi e mec-
canici. Esso svolge un ruolo significativo nel
processo di angiogenesi, permeabilita va-
sale, regolazione dell’attivazione piastrinica
e dellinflammazione 1.

La regolazione fisiologica del tono vasale
si esplica attraverso la produzione di fattori
vasoattivi ad azione vasodilatatrice quali il
monossido di azoto (NO), le prostacicline,
il fattore iperpolarizzante di derivazione
endoteliale mentre i vasocostrittori endo-
teliali comprendono l'endotelina-1 (ET-1),
I'angiotensina I (Ang II), il trombossano
A2 e le specie reattive dell’ossigeno (ROS).
Lossido nitrico e alcune molecole di ade-
sione quali ICAM-1, VCAM-1 ed E-selectina
sono, inoltre, modulatori dell’'infiammazione
endoteliale. Lendotelio ¢ coinvolto anche
nella regolazione dell’emostasi attraverso
l'attivatore del plasminogeno, il tissue fac-
tor inhibitor, il fattore di Von Willebrand, la
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prostaciclina, il trombossano A2, I'inibitore
dell'attivazione del plasminogeno e il fibrin-
ogeno 2. La modulazione dell'omeostasi va-
sale da parte dell'endotelio € relata alla sua
integrita anatomica e soprattutto funzion-
ale. Alterazioni della funzione endoteliale
concorrono allo sviluppo dell’aterosclerosi
e delle sue complicanze 3.

L'ossido nitrico rappresenta il pilt im-
portante mediatore della funzione endote-
liale determinando una marcata azione va-
sodilatatrice e l'inibizione dell’attivazione
piatrinica, della migrazione delle cellule
muscolari lisce, dell’espressione delle
molecole di adesione, dell’adesione dei
monociti e della sintesi di endotelina,
sostanze e meccanismi coinvolti nella pa-
togenesi della trombosi e dell’aterosclerosi.
Nel 1980 venne dimostrato che in seg-
menti di aorta di coniglio la presenza
dell’endotelio era indispensabile perché
l'acetilcolina causasse il rilasciamento vas-
colare 4. Poco tempo dopo si dimostro
che la sostanza responsabile della vasodi-
latazione endotelio-dipendente era il NO
5. 11 NO & prodotto dalla trasformazione
dell’aminoacido L-arginina in citrullina per
“ossidazione del suo nitrogruppo terminale
guanidico ad opera della NO-sintasi (NOS)
in presenza di diversi cofattori. II NO dif-
fonde rapidamente dall’endotelio alle sot-
tostanti cellule muscolari lisce dove attiva
la guanilato ciclasi reagendo con il gruppo
eme; ne consegue pertanto un aumento di
GMPc che induce il rilassamento delle cel-
lule muscolari lisce attivando una proteina
chinasi, capace di allontanare il calcio dal
citoplasma attraverso una calcio-magnesio
ATP-asi di membrana. Esistono tre diverse
isoforme di NOS: endoteliale (eNOS), in-
ducibile (iNOS) e neuronale (nNOS). La
eNOS e la nNOS sono espresse costituti-
vamente nelle cellule e la loro attivita ¢
Ca2+-calmodulina-dipendente. Al contra-
rio, la iNOS & principalmente espressa in
corso di inflammazione e non necessita del
complesso Ca2+-calmodulina. La biosintesi
di NO richiede l'attivazione della NOS in
presenza di alcuni cofattori tra cui la nico-
tinammide adenina dinucleotide fosfato
(NADPH), la flavina mononucleotide, la
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flavina adenina dinucleotide, la tetraidro-
biopterina (BH4) e I'eme. La L-arginina e,
infatti, prima idrossilata come prodotto in-
termedio che poi va incontro ad ossidazi-
one per essere convertita in NO e L-citrulli-
na. Entrambe le fasi richiedono ossigeno,
NADPH e BH4. Gli elettroni necessari a
questo processo derivano dalla NADPH e
attraverso le flavine ridotte, sono veicolati
al gruppo eme 6. L'attivazione della NOS in
presenza di bassi livelli di BH4 determina
un disaccoppiamento (eNOS uncoupling)
tra riduzione dell’'ossigeno e ossidazione
della L-arginina che determina la produzi-
one di radicali liberi 7.

Lattivita della eNOS in condizioni fi-
siologiche viene stimolata da diverse
sostanze quali la bradichinina, I'adenosina,
l'acetilcolina, dal vascular endhotelial growth
factor (VEGF) in risposta allipossia, dalla
serotonina rilasciata durante lattivazione
piastrinica 8 e da forze meccaniche, princi-
palmente lo shear stress °.

Il rilasciamento della muscolatura liscia
sarebbe dovuto, inoltre, a un effetto iper-
polarizzante NO-indipendente determinato
dall’apertura dei canali del potassio ad op-
era di fattori iperpolarizzanti di derivazione
endoteliale 0.

Tra le sostanze che determinano vasocos-
trizione, 'endotelina gioca un ruolo essen-
ziale. Esistono tre forme di endotelina (ET 1,
2 e 3), delle quali solo 'ET1 ¢ prodotta dalle
cellule endoteliali, oltre che dalle cellule mus-
colari lisce. LET1 viene sintetizzata a partire
da un precursore inattivo, la pre-pro-ET1,
questa viene trasformata in pro-ET1 e poi ad
opera dellenzima ECE-1 (Endothelin-1 Con-
verting Enzyme), in ET1. Le azioni dellET1
sono mediate da due recettori denominati
ETA ed ETB. I primi sono presenti sulla cel-
lula muscolare liscia e determinano vasocos-
trizione, mentre i secondi sono rappresentati
sia sull'endotelio (dove determinano vasodila-
tazione inducendo la produzione di NO) sia
sulle cellule muscolari lisce. LET1 possiede
anche un’azione mitogena per le cellule mus-
colari lisce vascolari, un’azione chemiotattica
per i macrofagi e ha effetti secretagoghi su
vari ormoni tra cui l'aldosterone, la vaso-
pressina e le catecolammine 11,
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Figura 1. — Fisiopatologia della disfunzione endoteliale.

La funzione endoteliale viene in genere val-
utata con studi di reattivita vascolare. In parti-
colari distretti vascolari quali I'arteria brachiale
e il circolo coronarico ¢ possibile attivare le
cellule endoteliali con agonisti specifici (acetil-
colina, metacolina, bradichinina, serotonina)
o bloccare la produzione di NO con antago-
nisti della NOS (come la L-NMMA). In queste
condizioni sperimentali qualsiasi variazione di
flusso misurato con la pletismografia venosa
o con tecnica doppler ¢ indice di mutazione
delle resistenze vascolari locali. Una tecnica
di uso comune, in genere applicata a livello
dell’arteria radiale o omerale, & la “Flow Media-
ded Dilation” (FMD) che consiste nel misurare
con un ecografo vascolare 'aumento di calibro
del vaso indotto dall’'aumento del flusso arte-

rioso e quindi dall'aumento dello shear stress
dopo cinque minuti di ischemia del segmento
distale dell’avambraccio indotta attraverso uno
sfigmomanometro 12, Varie evidenze indicano
che la FMD ¢ diminuita nei pazienti con at-
erosclerosi e coronaropatia e pud essere con-
siderata un indice di disfunzione endoteliale
nelle dislipidemie, nell’ipertensione e nel dia-
bete 13.

Definizione di disfunzione
endoteliale e ruolo ROS

Il termine “disfunzione endoteliale” iden-
tifica una condizione patologica caratteriz-
zata da ridotta vasodilatazione e da attivita
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procoagulante e proinfiammatoria, correla-
ta a una ridotta biodisponibilita di NO, a un
eccesso ossidativo e a un’aumentata azione
dell’ET-1 4. I ROS hanno un ruolo nella dis-
funzione endoteliale in quanto determinano
l'inattivazione dell'NO e la produzione di
perossinitriti (Figura 1). Questi ultimi alter-
ano la funzione delle proteine delle cellule
endoteliali, aumentano l'effetto proaterog-
eno delle LDL e riducono la biodisponibilita
di NO, inibendone la sintesi, oppure inatti-
vando direttamente I'NO per un eccesso di
anione superossido 15.

La disfunzione endoteliale € associata a
varie patologie cardiovascolari e rappresen-
ta uno dei meccanismi attraverso cui i fat-
tori di rischio cardiovascolare determinano
un’aumentata produzione di ROS, predis-
pongono allo sviluppo di aterosclerosi, in-
stabilita di placca e trombosi 6. L'aumento
della concentrazione intracellulare di ROS
attiva il fattore nucleare NF-kB, determi-
nando un aumento della trascrizione di
geni pro-inflammatori e lespressione di
molecole di adesione (E-secectina, VCAM-
1, ICAM-1). In condizioni fisiologiche I'NO
esercita un’importante azione inibitoria su
tale fattore 17.

Di recente ¢ stato sottolineato il ruolo
delle cellule endoteliali progenitrici circol-
anti (EPCs) come importanti markers bio-
logici di rischio cardiovascolare. Tali cellule
sono coinvolte nella riparazione endoteliale
e nel processo di angiogenesi. La mobiliz-
zazione delle EPCs sembra essere in parte
NO-dipendente mentre lo stress ossidativo
18 interferisce con il reclutamento, la dif-
ferenziazione e la funzione di tali cellule
riducendo la capacita di riparazione endo-
teliale 19.

Lo stress ossidativo viene considerato uno
dei meccanismi patogenetici principali della
disfunzione endoteliale e dell’aterosclerosi
e correla in modo significativo con lo svi-
luppo di eventi cardiovascolari 20.

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-
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mina una condizione di “stress ossidativo”.
Tutte le specie reattive dell’ossigeno radi-
caliche (anione superossido O, radicale
idrossile HO-, radicale idroperossile ROO,
ossido nitrico NO, radicali lipidici) e non
radicaliche (ossigeno singoletto, perossido
di idrogeno, perossinitrito ONOO-, acido
ipocloroso HOCD) possiedono attivita ossi-
dante. L'ossidazione, ovvero il trasferimento
di uno o piu elettroni, ¢ la base chimica
dello stress ossidativo. I radicali liberi sono
dotati di elevata reattivita ed instabilita
chimica; una volta generati reagiscono con
molecole organiche ed inorganiche (pro-
teine, lipidi, carboidrati), producendo altri
radicali e dando vita a reazioni a catena.
A basse concentrazioni di ROS corrisponde
un ruolo fisiologico nella regolazione delle
risposte cellulari, attraverso una modulazi-
one delle vie di trasduzione del segnale. I
ROS intervengono nei normali processi di
crescita e morte cellulare e sono coinvolti
nelle risposte inflammatorie, nella regolazi-
one del tono vascolare e nella produzione
di eritropoietina in relazione alla tensione
di ossigeno, inoltre gli agenti ossidanti pro-
dotti da macrofagi e granulociti svolgono
un ruolo fondamentale nell'immunita “natu-
rale”. In condizioni patologiche, I'eccessiva
presenza di radicali liberi, quando non ade-
guatamente controbilanciata dal sistema
antiossidante, induce importanti alterazioni
patologiche tra cui: la perossidazione lip-
idica, lapoptosi, la proteolisi incontrollata,
l'azione mutagena sul DNA e lalterata es-
pressione genica, implicati nella patogenesi
di neoplasie, diabete mellito, aterosclerosi,
danno ischemia/riperfusione, insufficienza
renale, malattie neurodegenerative e infiam-
matorie croniche oltre che nella patogenesi
dell’aging 21. :

I ROS, soprattutto lanione superos-
sido e il perossido d’idrogeno, fungono
da molecole segnale nelle cellule car-
diovascolari e da secondi messaggeri
nell’attivazione di diverse proteine kinasi
tra cui c-Src, p38 MAPK, Akt e conseg-
uente trascrizione di geni con importanti
ruoli funzionali nella fisiopalogia vasco-
lare. Essi determinano, infatti, la crescita e
la migrazione delle cellule muscolari lisce,
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la modulazione della funzione endoteliale,
I'espressione di un fenotipo pro-infiam-
matorio (VCAM-1, MCP-1) e la modificazi-
one della matrice extracellulare regolando
I'espressione delle metallo-proteasi; tutti
questi eventi assumono un ruolo chiave
nelle patologie cardiovascolari 22,

Produzione e metabolismo dei ROS

La disfunzione endoteliale & accelerata
dall’inattivazione di NO da parte dei ROS.
Questo fenomeno ¢ presente in diverse con-
dizioni cliniche quali Tipercolesterolemia,
'aterosclerosi, I'ipertensione, il diabete e lo
scompenso cardiaco. Fonti di ROS sono la
respirazione mitocondriale, la lipossigenasi,
la ciclossigenasi, il citocromo p450, 'eme
ossigenasi, la xantina ossidasi, la NADH/
NADPH ossidasi, la NO sintasi. In partico-
lare queste ultime tre sono state studiate
nella patologia vascolare 23.

La Xantina ossidasi catalizza l'ossidazione
di ipoxantina e xantina nel metabolismo
delle purine. Riduce il NAD* producendo
02- e H,0,. Nelle cellule endoteliali la sua
attivita ¢ potenziata dall'INF-y. 'O, prodot-
to altera la disponibilita di NO, come risulta
evidente in ratti spontaneamente ipertesi
(SHRs) presentanti elevati livelli endoteliali
di xantina-ossidasi. In questi animali la tera-
pia con un inibitore della xantina-ossidasi
riduce 1 livelli tensivi arteriosi 24. Anche
I'ipercolesterolemia si associa all’aumentata
produzione di O, da parte della xantina os-
sidasi e, infatti, la somministrazione di al-
lopurinolo ripristina i livelli di ROS 25.

La NADH/NADPH ossidasi ¢ la mag-
giore fonte di O,. La NADPH ossidasi di
origine vascolare ha una struttura simile
alla forma fagocitaria caratterizzata dalle
subunita di membrana (gp91phox-Nox2- e
p22phox), da quelle citosoliche (p47 phox,
p67 phox) e dalle G proteine regolatrici
(racl o rac2). Le cellule endoteliali e i fi-
broblasti dell’avventizia possiedono tutti
i componenti dell'ossidasi fagocitaria. Le
cellule muscolari lisce vascolari espri-
mono Nox 1 e Nox 4 (omologhi del gp91
phox) ma non p67 phox. Uno dei primi

Vol. 102 - No. 1

URSO

steps nell’attivazione della NADPH ¢ la
fosforilazione e traslocazione di p47 phox.
Lattivita enzimatica ¢ stimolata da vari ago-
nisti recettoriali legati alle G proteine quali
Ang TII, trombina, endotelina, serotonina, da
fattori di crescita e citochine (PDGF, EGF,
TNF-a, 1L-1) 26-29 da stimoli meccanici quali
lo shear stress e da fattori metabolici (iper-
glicemia, iperinsulinemia, acidi grassi liberi,
AGE) 30. Recentemente ¢ stato accertato che
nelle coronarie aterosclerotiche la produzi-
one di ROS e di LDL ossidate ¢ associata
all’espressione della subunita p22 phox di
NADPH ossidasi 3!. Cio suggerisce che i
ROS catalizzano la formazione di LDL os-
sidate, inoltre la produzione di ROS ¢ mag-
giore nell’angina instabile suggerendo che
essi possano modulare la stabilita della
placca inducendo l'espressione di metallo
proteinasi di matrice 3234,

La NO sintasi catalizza il trasporto di elet-
troni da un eme gruppo prostetico al nitro
gruppo terminale guanidico dell'L-arginina
formando NO e L-citrullina. In condizioni
di deficit di substrato (L-arginina) o del co-
fattore BH4 la NO sintasi endoteliale disac-
coppiata produce O, e H,0, 35. La produz-
ione di O, altera la vasodilatazione e,
inoltre, il perossinitrito prodotto dalla reazi-
one tra NO e O, ossida la BH4 causandone
un ulteriore deficit che determina la per-
sistenza della forma disaccoppiata di eNOS
e Paumentata produzione di ROS. Tale con-
dizione e stata osservata nell’aterosclerosi,
nel diabete, nell'iperomocisteinemia e
nell’ipertensione 30.

ROS MITOCONDRIALI

I mitocondri sono la sede della fosfor-
ilazione ossidativa, processo fondamen-
tale per la produzione di ATP. La forza di
tale processo ¢ il trasferimento degli elet-
troni dallNADH all’ossigeno molecolare.
Durante il processo di formazione di ATP
I'1-2% dell’ossigeno si trasforma in O, e vi-
ene eliminato dalla MnSOD. In alcune con-
dizioni patologiche la produzione di ROS
mitocondriale aumenta; ne consegue un
danno del DNA mitocondriale che aumenta
la disfunzione endoteliale e la predispo-
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sizione allo sviluppo di aterosclerosi come
dimostrato in topi apo E (-/-) con deficit di
MnSOD/SOD, 37.

SISTEMI ANTIOSSIDANTI

In condizioni fisiologiche nelle cellule
sono presenti sintemi enzimatici (superos-
sido-dismutasi o SOD, catalasi, glutatione
perossidasi) e non enzimatici (glutatione,
acido ascorbico, alfa tocoferolo) per la pro-
tezione dagli effetti dannosi dei ROS. Gli
antiossidanti endogeni interagiscono con i
radicali liberi e, donando loro un elettrone,
li neutralizzano. Le sostanze antiossidanti
assunte con la dieta agiscono invece da
scavanger, contribuendo cosi a prevenire il
danno cellulare e tissutale.

Stress ossidativo e ipertensione

Lipertensione arteriosa € associata a un
aumentato stress ossidativo che a sua volta
¢ responsabile della minore disponibilita
di NO e della trascrizione di geni coinvolti
nella regolazione della pressione arteriosa
38, La ridotta disponibilita di NO si associa
a un’aumentata attivita vasocostrittrice della
ET1. In condizioni fisiologiche, I'ET1 at-
traverso i suoi recettori ETB endoteliali at-
tiva la produzione di NO che a sua volta
inibisce la sintesi dell’endotelina stessa. In
condizioni di ridotta disponibilita di NO vi-
ene a mancare questo meccanismo di au-
toregolazione e pertanto si realizza la pos-
sibilita di un aumento sia della produzione
che dell’effetto vasocostrittore dell’ET1. Tale
condizione e stata documentata nell'uomo
a livello della circolazione periferica
dell’avambraccio. Linfusione di TAK-044,
un agonista dei recettori ETA/B dell’ET1 de-
termina nei soggetti normotesi un modesto
grado di vasodilatazione (aumento di circa
il 20% del flusso basale), mentre in pazi-
enti con ipertensione arteriosa essenziale,
caratterizzati da ridotta biodisponibilita di
NO, leffetto vasodilatante del TAK-044 &
significativamente aumentato (aumento di
circa il 90% del flusso basale), indicando
quindi un maggior risultato vasocostrittore
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dellET1 endogena nei pazienti ipertesi 3.
Numerosi studi hanno dimostrato che la
somministrazione di L-arginina sarebbe in
grado di aumentare la produzione di NO,
migliorare la FMD a livello dell'arteria bra-
chiale 40 e ridurre i valori tensivi arteriosi in
molti modelli sperimentali di ipertensione
41 In quelli murini € stata riscontrata inoltre
un’aumentata espressione dell’enzima argi-
nasi, che metabolizza la L-arginina a L-orni-
tina e urea riducendo la disponibilita di sub-
strati per la sintesi di NO; I'inibizione di tale
attivita enzimatica sembrerebbe migliorare
la funzione endoteliale 42. Ruolo predomi-
nante sembra avere anche l'angiotensina
II 4 che modula l'ipertensione attraverso
l'effetto sul sistema renina angiotensina e
la stimolazione del recettore AT1 che de-
termina l'attivazione della NADPH ossidasi
nelle cellule vascolari e la produzione di
ROS 44, 1l trattamento con inibitori dei re-
cettori AT1 riduce i livelli tensivi arteriosi e
quelli di MDA, indicatore di stress ossida-
tivo 45. UAng II pu0 regolare direttamente
l'attivazione di NADPH ossidasi inducendo
la fosforilazione e traslocazione di p47phox
e di rac-1 sulla membrana cellulare .47,

Il ruolo dello stress ossidativo nell'iper-
tensione & stato dimostrato in vari modelli
animali. Topi transgenici che esprimono
rac-1 a livello delle cellule muscolari lisce
vascolari mostrano un fenotipo ipertensivo
e un’aumentata produzione di ROS 4. Studi
su topi con deficit di Nox-1 hanno eviden-
ziato una ridotta produzione di O, e un mi-
nore aumento dei valori tensivi arteriosi in
risposta all’Ang II 4. La terapia con inibitori
della NADPH ossidasi riduce la produzione
di O,, previene il rimodellamento cardio-
vascolare e riduce lo sviluppo di iperten-
sione in topi trattati con Ang II 5952, Anche la
maggiore espressione di ET-1 induce rimod-
ellamento vascolare e alterazione della fun-
zione endoteliale tramite l'attivazione della
NADPH ossidasi e la produzione di O, 3
(Figura 2). E stato osservato, inoltre, che an-
che lo stress ossidativo determinato da el-
evati livelli di lipossigenasi € implicato nello
sviluppo di ipertensione in modelli murini,
suggerendo che i1 meccanismi ossidativi
coinvolti nell'ipertensione sono molteplici
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Figura 2. — Ipertensione stress ossidativo e disfunzione endoteliale.

54, Aumentati livelli di O, possono reagire
con l'ossido nitrico e favorire la formazione
di perossinitrito. L'anione superossido ed il
perossido di idrogeno aumentano, inoltre, la
concentrazione di calcio nelle cellule della
muscolatura liscia vascolare e nelle cellule
endoteliali attivando l'inositolo trifosfato e
inibendo lattivita della Ca2+-ATPasi alteran-
do, quindi, il tono vascolare 5. In pazienti
ipertesi ¢ stata evidenziata una maggiore
produzione di H,O,, osservata anche nei
soggetti normotesi con familiarita positiva
per ipertensione, suggerendo la presenza di
una possibile componente genetica respon-
sabile dell’elevata produzione di ROS 56, La
maggiore produzione di ROS negli ipertesi
¢ associata ad una sovra regolazione della
NADPH ossidasi vascolare ed ¢ stato dimos-
trato che polimorfismi di tale attivita enzi-
matica sono associati con l'aumentato svi-
luppo di aterosclerosi e ipertensione 57 58,
Oltre alla maggiore produzione di ROS, nei
soggetti ipertesi si osserva una ridotta attiv-
ita degli enzimi antiossidanti (SOD, catalasi,
glutatione perossidasi) e delle vitamine A, C
ed E 5. In base a tali evidenze, negli ultimi
anni la ricerca ha focalizzato l'attenzione
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sulle possibili strategie terapeutiche final-
izzate alla riduzione dello stress ossidativo
attraverso la modulazione di attivita enzi-
matiche e la terapia con sostanze antiossi-
danti. A tale proposito numerosi trial hanno
mostrato risultati discordanti 6. Nei soggetti
ipertesi ¢ stata riscontrata anche una mag-
giore espressione di molecole di adesione
(E-selectin, ICAM-1, VCAM-1), di Tissue
factor (TF) e Von Willebrand factor (vWF)
sulle cellule endoteliali, marker di uno stato
proinflammatorio e procoagulativo che au-
menta il rischio di aterosclerosi e trombosi
61, Al riguardo l'ang II sembra avere un ruo-
lo fondamentale nell’attivazione della cas-
cata coagulativa stimolando I'espressione
del TF e del PAI, lattivazione piastrinica e
della trombina 2, T livelli di vWF correlano
inoltre con l'entita del flow-mediaded dila-
tation (FMD) ©3.

Stress ossidativo, diabete
e aterosclerosi

Diabete mellito e sindrome metaboli-
ca sono caratterizzati da uno stato proin-
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Figura 3. — Ruolo del diabete mellito nella disfunzione endoteliale.

fiammatorio basale che svolge un ruolo
nella genesi della disfunzione endoteliale,
dell'aterosclerosi e delle sue complicanze.
Liperglicemia, attraverso una via comune
PKC-B dipendente, comporta un aumentato
stress ossidativo con conseguente flogosi
vascolare caratterizzata da un’aumentata at-
tivita di NFkB e dall’espressione di molecole
di adesione (VCAM-1, ICAM-1 e P-selecti-
na) ¢4, Liperglicemia puo indurre stress os-
sidativo attraverso diversi meccanismi che
coinvolgono l'azione diretta del glucosio e
lattivazione di diverse attivita enzimatiche
quali la NADPH-ossidasi, la xantina-ossidasi,
le lipossigenasi, i citocromi P 450 e la NOS.
Lautoossidazione del glucosio e la glicazi-
one non enzimatica delle proteine genera
0?2, che facilita la perossidazione lipidica e
la disfunzione endoteliale. Gli AGE, intera-
gendo con i recettori RAGEs producono ROS
attraverso l'attivazione della NADPH-ossidasi.
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Gli AGEs correlano con la disfunzione en-
doteliale nei pazienti con diabete mellito di
tipo 2 65 e hanno un ruolo nella genesi della
micro e macroangiopatia diabetica ¢ (Figura
3). Lesposizione delle cellule endoteliali ad
elevate concentrazioni di glucosio provoca
una up-regulation delle eNOS inducibili con
aumentata produzione di ROS che favor-
iscono la sintesi di perossinitrito € una sot-
trazione di NO tale da determinare un vero
e proprio “stress nitrosativo”. La ridotta dis-
ponibilita di NO & a sua volta responsabile
dell'incrementata produzione di prostanoidi
ad attivita vasocostrittrice e dell'aumentata es-
pressione di NFkB ¢7. In topi con diabete in-
dotto da streptozocina € stata evidenziata una
deplezione di BH4 e di L-arginina, rispettiva-
mente cofattore essenziale e precursore della
NOS, con conseguente alterato rilasciamento
vascolare, migliorato dopo somministrazione
di BH4 68, Inoltre, la produzione mitocondri-
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ale di ROS attraverso l'inibizione della cat-
ena di trasporto degli elettroni, il disaccop-
piamento della fosforilazione ossidativa e
l'alterata espressione di SOD svolge un ruo-
lo non marginale nel danno cardiovascolare
da iperglicemia %. Numerosi studi 7 vitro e
in vivo hanno dimostrato 'importanza della
proteina p66Shc nella regolazione dello sta-
to ossido-riduttivo cellulare. La p66Shc puo
essere attivata dall’iperglicemia mediante la
sua fosforilazione ad opera della PKC; ne
consegue il suo trasferimento dal citosol al
mitocondrio dove attiva la produzione di
ROS, agendo sulla catena respiratoria mi-
tocondriale. L'aumento dei ROS altera la
permeabilita della membrana mitocondriale
determinando il rilascio di fattori pro-apo-
totici. In topi knockout per p66She, la funzi-
one endoteliale & preservata nonostante gli
elevati livelli glicemici e cio sottolinea il suo
ruolo nella risposta allo stress ossidativo
70, Laumentato stress ossidativo che carat-
terizza la malattia diabetica, ¢ dimostrato
anche dagli aumentati livelli di isoprostano
8-epi-PGF2 o che si riducono dopo tratta-
mento con vitamina E e C, i cui livelli ba-
sali sono di solito ridotti 71. L'insulina ‘es-
ercita funzioni opposte nell’emodinamica
vascolare: attraverso la via della PI 3 kinasi
essa regola la produzione di NO endoteli-
ale determinando vasodilatazione, aumento
del flusso ematico e l'ingresso di glucosio
nel muscolo scheletrico attraverso la traslo-
cazione del trasportatore GLUT4; tale via €
inibita dai ROS e dagli AGE. Attraverso la
via MAPK-dipendente, invece, I'insulina sti-
mola la secrezione di ET-1 e 'espressione
delle molecole di adesione VCAM-1 , ICAM-
1 ed E-selectina sull’endotelio. In con-
dizioni di insulino-resistenza si osserva la
prevalenza della via MAPK-dipendente
72 con aumentata produzione di ET-1 che
induce l'espressione di NADPH ossidasi e
la produzione di O, 73. E stato osservato,
inoltre, che la severita della disfunzione
endoteliale correla con l'entita dell’obesita
viscerale e con i livelli di uricemia, HDL e
trigliceridi nella sindrome metabolica 74. Ol-
tre alla malattia diabetica, vari altri fattori
possono contribuire all’attivazione endote-
liale o allo sviluppo di danno/disfunzione
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predisponenti l'aterosclerosi, tali fattori
includono elevati livelli di LDL ossidate e
ridotte HDL, stress ossidativo indotto dal
fumo di sigaretta, ipertensione e iperomo-
cisteinemia. La presenza di un aumentato
stress ossidativo, la disfunzione endoteliale
e lattivazione della cascata procoagulativa
sono da ritenere componenti della risposta
infiammatoria dell’aterosclerosi. Lo stress
ossidativo determina una elevazione dei
livelli di perossidazione lipidica e ossidazi-
one proteica. L'accumulo delle LDL ossidate
nello spazio intimale costituisce un segnale
di attivazione per numerosi tipi cellulari
capaci di azione pro-ossidante, in primo
luogo i macrofagi. I ROS prodotti a livello
della placca aterosclerotica possono favor-
ire la progressione e l'instabilita delle lesio-
ni esercitando un’azione chemiotattica sulle
cellule infiammatorie, alterando il bilancio
proteasi/antiproteasi nella matrice connet-
tivale e stimolando la proliferazione dei fi-
broblasti e delle cellule muscolari lisce 7.

Ruolo dell’ipercolesterolemic

Dati sperimentali e clinici dimostrano
che elevate concentrazioni plasmatiche di
colesterolo totale e LDL si associano ad
alterazione della funzione endoteliale in-
dipendentemente dalla coesistenza di al-
tro danno vascolare. Risulta dimostrato
che in pazienti con o senza coronaropatia,
lipercolesterolemia e lipertensione alter-
ano in maniera indipendente la risposta
vasodilatante indotta dall’esercizio fisico
in arterie coronarie angiograficamente in-
denni 76, Lipercolesterolemia ¢ un fattore
predittivo di alterata risposta all’acetilcolina
a livello del microcircolo coronarico e sus-
siste una relazione inversa con la colestero-
lemia totale 77.

La vasodilatazione endotelio-dipendente
in risposta all'acetilcolina, alla serotonina
e alla bradichinina & alterata in modelli
animali e in soggetti ipercolesterolemici.
Una ridotta FMD a carico dell’arteria ome-
rale & stata osservata anche in bambini e
adulti con ipercolesterolemia familiare 78.
E stato evidenziato che la disfunzione en-
doteliale & associata ad uno specifico pro-
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filo lipoproteico caratterizzato da ridotto
colesterolo HDL 7. In pazienti con cor-
onaropatia, la risposta all’acetilcolina delle
arterie epicardiche correla con la concen-
trazione delle HDL. I colesterolo HDL &
un fattore predittivo indipendente della
FMD in soggetti con malattia coronarica e
correla in modo positivo con T'entita della
riserva del flusso coronarico in quelli as-
intomatici 8. Una diminuita biodisponi-
bilita di NO sembra essere la condizione
responsabile della disfunzione endoteliale
nell'ipercolesterolemia. Non a caso, la som-
ministrazione del precursore L-arginina ¢ in
grado di contrastare la disfunzione endote-
liale indotta dalle LDL-ossidate, suggerendo
o una ridotta attivita della NO sintetasi o
una ridotta biodisponibilita del precursore
stesso. Linfusione di L-arginina migliora la
vasodilatazione endotelio-dipendente sia a
livello del microcircolo coronarico che dei
vasi di resistenza dell’avambraccio 81. Negli
ultimi anni ¢ stato identificato un analogo
della L-arginina, la NG-dimetil-L-arginina
asimmetrica (ADMA), che agisce come un
inibitore endogeno competitivo della NOS.
Poiché l'ipercolesterolemia ¢ associata a el-
evati livelli di ADMA ¢ ipotizzabile che la
somministrazione di L-arginina permetta di
superare 'inibizione competitiva della NOS
sostenuta dall’aumentata concentrazione di
ADMA.

Per valutare se la ridotta sintesi di NO sia
causata da un’alterazione delle specifiche
vie di trasduzione del segnale, sono state
studiate le risposte endotelio-dipendenti
all’acetilcolina e alla bradichinina, che sti-
molano la sintesi di NO attraverso differenti
complessi recettore/proteina G ed & stato
ipotizzato che la ridotta funzione endoteli-
ale osservata nell’ipercolesterolemia possa
essere in parte spiegata da un deficit se-
lettivo della via di trasduzione del segnale
recettoriale. Per cio che riguarda il ruolo
dello stress ossidativo, & noto che I'emivita
dell’NO ¢ determinata dall'interazione con i
ROS che determinano la produzione di per-
ossinitrito, il quale ossida le LDL che a loro
volta inibiscono l'espressione e la funzione
delle proteine G endoteliali riducendo, in
ultima analisi, la sintesi di NO 82, Il peross-
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initrito ossida anche la BH4 diminuendo ul-
teriormente la sintesi di NO. In soggetti iper-
colesterolemici la somministrazione di BH4
annulla il difetto di sintesi di NO, riduce la
produzione di O, e ripristina l'alterata va-
sodilatazione endotelio-dipendente. E stato
ipotizzato che a livello vascolare il sistema
della xantina-ossidasi sia una delle principali
fonti di O,. Nei soggetti ipercolesterolemi-
ci linfusione di ossipurinolo, un inibitore
della xantina-ossidasi, migliora la risposta
vascolare dell’acetilcolina nel microcircolo
dell’avambraccio 8. Nell'ipercolesterolemia
quindi la ridotta biodisponibilita di NO e
stata identificata come il meccanismo prin-
cipale della disfunzione endoteliale. Tale
alterazione non € probabilmente causata da
un singolo difetto, ma da vari meccanismi
che intervengono sulla sintesi e/o la de-
gradazione del’NO. Tra questi, I'aumento
dello stress ossidativo indotto dal disaccop-
piamento della eNOS sembra essere il mec-
canismo patogenetico piu importante.

Ruolo del fumo di sigaretta

Anche i soggetti fumatori presentano
una ridotta risposta vasodilatante endotelio-
dipendente. E stato osservato che nei fuma-
tori con vasi epicardici angiograficamente
indenni, l'acetilcolina determina una vaso-
costrizione dose-dipendente, mentre causa
vasodilatazione nei non fumatori. Anche la
FMD risulta ridotta nelle arterie epicardiche
ed omerali dei fumatori e risulta inversa-
mente correlata al numero di sigarette/die
fumate 84. Secondo altri studi anche il fumo
passivo avrebbe effetti negativi sulla funzi-
one endoteliale 8. La nicotina induce disfun-
zione endoteliale attraverso un aumento del-
lo stress ossidativo che riduce la disponibilita
di NO. E stato dimostrato che il trattamento
con vitamina E (600 Ul/die) per 4 settimane
non migliorava, ma preveniva in parte, il
peggioramento della FMD osservata a due
ore di distanza dal fumo di una sigaretta 80,
Questo mancato effetto dell’antiossidante
puo essere spiegato dal fatto che la bassa
dose di vitamina E utilizzata era insufficiente
per raggiungere concentrazioni plasmatiche
e tissutali tali da inibire lo stress ossidativo
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endoteliale. Simili risultati sono stati ottenuti
con la somministrazione di vitamina C 8. E
stata valutata I'ipotesi che la xantina ossidasi
possa avere un ruolo nel determinare la dis-
funzione endoteliale nei fumatori ed & stato
osservato che la somministrazione di allopu-
rinolo nel microcircolo dell’avambraccio di
soggetti fumatori potenzia la risposta vasco-
lare all’acetilcolina 8.

Iperomocisteinemia e disfunzione endoteli-
ale

Un’elevata concentrazione plasmatica di
omocisteina € considerata fattore di rischio
indipendente per le patologie vascolari at-
erosclerotiche 8. L'omocisteina & un am-
minoacido tiolico, non proteinogenico, che
deriva dalla demetilazione della metionina.
Le sue concentrazioni plasmatiche sono de-
terminate da due distinte vie metaboliche:
il ciclo della metionina e la sequenza di
trans-sulfurazione a formare cisteina. Nel
plasma solo I'1% dell’omocisteina si trova
nella forma ridotta, cioe sulfidrilica, men-
tre la maggior parte si trova in forma os-
sidata come vari disolfuri. Circa il 70-80%
dell’lomocisteina € legata all’albumina, men-
tre il resto esiste in forma libera. La mag-
gior parte degli studi clinici fa riferimento
all’'omocisteina plasmatica totale. Sulla base
di numerosi studi epidemiologici, si con-
siderano nella norma i valori di omocistei-
na a digiuno compresi tra 5 e 15 mmol/l.
Liperomocisteinemia viene quindi defin-
ita di grado lieve per valori compresi tra
15 e 30 mmol/l, intermedia (tra 30 e 100
mmol/]) e severa (>100 mmol/l). Numerosi
studi hanno evidenziato che concentrazioni
plasmatiche di omocisteina moderatamente
elevate (>15 pmol/D) sono associate a patol-
ogie vascolari, coronariche e cerebrovasco-
lari 9. La condizione di iperomocisteinemia
(Hcy) pud essere evidenziata, rispettiva-
mente, nel 30% dei pazienti coronaropatici
e nel 42% dei soggetti con malattie cer-
ebrovascolari 91. In soggetti sani con nor-
mali livelli plasmatici di omocisteina a di-
giuno, diversi studi hanno valutato gli effetti
dell'iperomocisteinemia acuta, una con-
dizione metabolica temporanea ottenuta in
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seguito a un carico orale di metionina (100
mg/kg per os) osservando una minore FMD
a livello dell’arteria brachiale 92. 1 possibili
meccanismi aterogenici dell'Hey includono:
I'alterazione della funzione piastrinica, la sti-
molazione della proliferazione delle cellule
muscolari lisce, la disfunzione endoteliale
diretta o indotta da un aumento di stress os-
sidativo. In particolare, in condizioni di Hcy,
si osserva un’inibizione dell’attivita degli en-
zimi antiossidanti, come la glutatione per-
ossidasi o I'eme ossigenasi-1, l'attivazione
delle NADPH ossidasi con produzione di
O,, che determina una maggiore ossidazi-
one di omocisteina e I'induzione del proc-
esso di perossidazione lipidica 93-101, L'Hcy
potrebbe quindi compromettere la normale
funzione dell’endotelio sia interferendo con
il signaling ossido-riduttivo cellulare 102, sia
riducendo la biodisponibilita di NO. E noto
che 'omocisteina nel plasma va incontro a
un rapido processo di auto-ossidazione, du-
rante il quale si formano H,0, e O, respon-
sabili della distruzione dell’'NO. In condizio-
ni fisiologiche le cellule endoteliali sono in
grado di annullare l'effetto dell’lomocisteina
rilasciando NO, che si lega ad essa forman-
do S-nitroso-omocisteina, in grado di impe-
dire la produzione di perossido di idrogeno
durante lautossidazione dell’omocisteina.
Nell'Hey cronica la quantita di NO prodotto
non ¢ piu sufficiente, ne consegue una mi-
nore produzione di S-nitroso-omocisteina e
quindi uno sbilanciamento a favore del dan-
no ossidativo 193, L'Hcy, inoltre, & in grado
di diminuire la sintesi di NO inibendo il ca-
tabolismo della dimetil-arginina asimmetri-
ca (ADMA), inibitore competitivo della NOS
104, L'omocisteina & responsabile anche del
processo di apoptosi delle EPCs attraverso
un meccanismo p38 MAPK-dipendente, che
sembra essere inibito dalla terapia con ator-
vastatina 105,

Ruolo dello stress ossidativo
nello scompenso cardiaco e nel
danno da ischemia-riperfusione

Diverse evidenze hanno supportato il ruo-
lo dello stress ossidativo nella fisiopatologia
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Figura 4. — Stress ossidativo e scompenso cardiaco.

dell'insufficienza cardiaca. Un’esposizione
prolungata ai ROS porta ad attivazione/
deattivazione enzimatica, rottura del DNA
e perossidazione lipidica che sono respon-
sabili della successiva apoptosi dei miociti
e del rimodellamento patologico che si 0s-
serva nell'insufficienza cardiaca. Le cateco-
lammine e 'angiotensina II promuovono le
attivita pro-ossidanti del miocardio, inclusa
l'aumentata formazione di O, e la formazi-
one di ossidanti derivati dallNO come con-
seguenza dell’aumentato consumo di ossig-
eno miocardico. Nei miocardiociti di ratto il
TNF-a e 'Ang II inducono ipertrofia tramite
la produzione di ROS. Inoltre una sovraes-
pressione di catalasi riduce lipertrofia in-
dotta da Ang II e la presenza di p22phox
antisense riduce la produzione di H,O,. Ciod
sembra suggerire che lo stress ossidativo
indotto dalla NADPH ossidasi ¢ coinvolto
nello sviluppo dell’ipertrofia miocardica 196,
Anche i ROS prodotti dalla xantina ossidasi
107 e dai mitocondri 198 e il deficit di gluta-
tione perossidasi 19 risultano coinvolti nella
disfunzione contrattile. I ROS diminuiscono
la disponibilita di NO e compromettono la
funzione diastolica; inoltre i perossinitriti
prodotti inattivano la Ca2+ ATP-asi sarco-
plasmatica e alterano 'omeostasi del calcio
determinando la disfunzione contrattile dei
miocardiociti 110, 111 ] ruolo dell'NO nel
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cuore scompensato € complesso; esso ¢
presente come una molecola liberamente
diffusibile che inibisce la risposta inotropa
positiva alla stimolazione B-adrenergica. Per
la normale funzione contrattile sono nec-
essarie piccole quantita fisiologiche di NO
prodotte dalla NOS costitutiva. Nel cuore
scompensato, invece, viene sovraespressa
la forma inducibile di NOS (iNOS) che de-
termina un peggioramento dell’insufficienza
cardiaca poiché elevali livelli di NO pos-
sono esercitare effetti proapoptotici e ci-
totossici sulle cellule miocardiche a causa
dellaumentato stress ossidativo (Figura
4). I ROS determinano, infatti, la fuorius-
cita del citocromo ¢ dai mitocondri dove
si trova associato al fosfolipide cardiolipina
a livello della membrana mitocondriale in-
terna; fenomeni di perossidazione lipidica
possono destabilizzare questa associazione
molecolare, ed al contempo l'ossidazione di
gruppi SH da parte dei ROS puo indurre il
rilascio di citocromo ¢ nel citoplasma 112. 11
ruolo dello stress ossidativo nello scompen-
so cardiaco ¢ sottolineato dalla possibilita
che la terapia con antiossidanti sia in grado
di prevenire la progressione dell'ipertrofia
cardiaca, dell’apoptosi dei miociti e del
danno ischemia/riperfusione.

I ripristino del flusso sanguigno in un
tessuto. dopo un periodo di ischemia, si
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Figura 5. — Ruolo dello stress ossidativo nella patogenesi dell'insufficienza renale cronica.

accompagna a condizioni di stress ossi-
dativo che pud produrre grave danno tis-
sutale. Gia durante il periodo di ischemia si
puo osservare un moderato innalzamento
dei livelli di ROS, probabilmente a gen-
esi mitocondriale. L'aumento massivo di
ROS al momento della riperfusione deriva
dall’attivazione della xantina ossidasi, a se-
guito dell’accumulo nel tessuto di cataboliti
purinici del’ATP consumato durante la fase
anossica, cid0 comporta la produzione intra-
cellulare di O, e H,0O,. Inoltre 'adesione
di granulociti allendotelio danneggiato du-
rante la fase ischemica si accompagna alla
loro attivazione, con produzione di elevati
livelli extracellulari di agenti pro-ossidanti
che inducono la perossidazione lipidica,
l'ossidazione proteica e danno al DNA. La
risposta infiammatoria sembra essere medi-
ata dall’azione dei Toll like receptors (TLRs)
13, ROS e prodotti della perossidazione
lipidica causano disaccoppiamento della
fosforilazione ossidativa mitocondriale, al-
terando il trasporto di Ca2+ intracellulare.
In alcuni modelli murini il deficit di enz-
imi antiossidanti quali la SOD, 114 e della
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glutatione perossidasi 15 determina una
maggiore estensione dell’area ischemica,
una precoce attivazione della caspasi 3 e
apoptosi. Studi su topi con deficit di NOS
neuronale e inducibile hanno evidenziato,
invece, un minore danno ischemico. Un au-
mento dei livelli di omocisteina, di lipoper-
ossidi, di NO, dei fagociti circolanti e una
diminuzione dei livelli di vitamina C sono
stati osservati nei pazienti con stroke ed au-
mentata produzione di ROS. Tutte queste
osservazioni delineano il ruolo dello stress
ossidativo nel danno ischemico 116-118,

Stress ossidativo e patologia renale

Lo stress ossidativo e la disfunzione en-
doteliale che caratterizzano lipertensione
ed il diabete mellito costituiscono i princi-
pali fattori di rischio nella patologia renale.
Tra i marker di disfunzione endoteliale,
fondamentale importanza ha I'endotelina-1.
Essa oltre all’azione vasocostrittrice stimola
la produzione dei ROS, la proliferazione
delle cellule muscolari lisce, la produzione
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di citochine e dei fattori di crescita (VEGF
e FGF), potenzia gli effetti del TGF-B e del
PDGEF, favorisce 'aggregazione piastrinica e
la chemiotassi. A livello renale, 'ET-1 de-
termina vasocostrizione, contrazione delle
cellule mesangiali e aumento della prolif-
erazione cellulare glomerulare. Numerosi
studi indicano che I'ET-1 risulta coinvolta
nella patogenesi di diverse nefropatie, quali
l'insufficienza renale acuta ischemica, la ne-
fropatia da mezzo di contrasto, l'eccessiva
deposizione di matrice extracellulare e la
fibrosi che si verificano nell'insufficienza
renale cronica (IRC) e nella nefropatia dia-
betica (Figura 5). Inoltre, una sua aumen-
tata produzione nel nefrone puo .causare
un’inappropriata ritenzione idrosalina, con-
tribuendo allo sviluppo e/o al mantenimen-
to dell’ipertensione 119.

Uno studio sperimentale ha dimostrato
come in cavie mantenute a dieta iperco-
lesterolemizzante e sottoposte successiva-
mente a biopsia renale, il quadro istologico
mostrava 'aumentata produzione di Oy, la
presenza di infiltrati infiammatori e di fibro-
si, evidenziando il legame fra flogosi e stress
ossidativo quali mediatori principali del
processo aterosclerotico nell'insufficienza
renale 120, 1 pazienti ipertesi affetti da IRC
presentano un incremento dei marker di
inflammazione e di stress ossidativo, come
risultato di una ridotta capacita antiossi-
dante (ridotta disponibilita di vit. C e se-
lenio, ridotti livelli di vit. E, ridotta attivita
del glutatione) e un’aumentata capacita
pro-ossidante (eta avanzata, elevata frequ-
enza di diabete, stato inflammatorio cron-
ico, sindrome uremica, bioincompatibilita
delle membrane dialitiche) 121, Durante
I'emodialisi si determina una maggiore
produzione di interleuchine ed anafilotos-
sine che attivano la NADPH ossidasi con
produzione di ROS a cui si associa una ri-
dotta disponibilita di antiossidanti. Inoltre
I'uremia di per sé aumenta l'attivazione leu-
cocitaria e il burst ossidativo. Lo stress os-
sidativo che ne consegue ¢ implicato nelle
complicanze dell'insufficienza renale quali
I'anemia, l'amiloidosi, l'aterosclerosi e la
malnutrizione 122, Tra i biomarcatori prin-
cipalmente impiegati nella valutazione del
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danno renale e cardiovascolare un ruolo
importante & svolto dalla microalbuminuria,
che rappresenta il primo marker di nefropa-
tia e predice non soltanto la progressione
del danno renale, ma soprattutto la mortal-
ita e morbilita cardiovascolare complessiva
123, Alcune ricerche sembrano evidenziare la
relazione fra attivazione leucocitaria, flogosi
e stress ossidativo nei nefropatici 124 125, Lo
stress ossidativo, valutato attraverso le con-
centrazioni plasmatiche di 8-Iso-Prostang-
landina F20, aumenta in modo parallelo al
declino della funzione renale. Inoltre, nei
nefropatici, le concentrazioni plasmatiche
di proteina C-reattiva risultano essere asso-
ciate, alla presenza di ipertrofia ventricolare
sinistra. L'identificazione di fattori di rischio
cardiovascolare tradizionali e di nuovi bi-
omarcatori devono rappresentare il primo
obiettivo terapeutico precoce e finalizzato
alla prevenzione del danno e degli eventi
cardiovascolari, nonché al rallentamento
del declino della funzione renale 126,

Conclusioni

Le attuali evidenze scientifiche sono con-
cordi nel ritenere che lo stress ossidativo
costituisce uno dei fattori di rischio emer-
genti in patologia umana. Ad esso, infatti, ri-
sultano associati non solo I'invecchiamento
precoce, ma anche una serie di quadri mor-
bosi di natura degenerativa ad andamento
cronico ed e considerato uno dei meccan-
ismi patogenetici fondamentali della dis-
funzione endoteliale e dell’aterosclerosi. Le
cellule endoteliali svolgono un ruolo essen-
ziale nel controllo della funzione vascolare
e I'NO ne costituisce il principale media-
tore. Tutti i fattori di rischio cardiovascolare
sono relati alla presenza di disfunzione en-
doteliale, causata dalla produzione di stress
ossidativo che riduce la disponibilita di NO.
L'endotelio malfunzionante favorisce la pa-
togenesi dell’aterosclerosi e degli eventi
atero-trombuotici e costituisce quindi un fat-
tore predittivo indipendente di eventi cardi-
ovascolari. Considerato il ruolo dello stress
ossidativo, negli ultimi anni & stata rivolta
una crescente attenzione sui possibili effetti

February 2011



STRESS OSSIDATIVO E DISFUNZIONE ENDOTELIALE

di terapie antiossidanti. Gli studi che hanno
valutato l'impiego della vitamina C ed E
hanno mostrato risultati discordanti, mentre
la riduzione delle fonti di stress ossidativo
potrebbe avere effetti positivi 127. Una di-
eta ricca di frutta e verdura, olio di oliva
128 vino rosso 129 e té sembrano ridurre la
disfunzione endoteliale grazie all’elevato
contenuto di vitamine antiossidanti e di fla-
vonoidi. Farmaci utilizzati nel trattamento
dell'insulinoresistenza quali la metformina
e le statine riducono il rischio cardiovasco-
lare e migliorano la funzione endoteliale. Le
statine aumentano l'attivazione della eNOS,
riducono i livelli di PCR e delle molecole di
adesione SICAM-1 (atorvastatina), sVCAM-1
ed E-selectina (simvastatina). La sommin-
istrazione di farmaci antipertensivi, quali
¢li ACE-inibitori e i sartani migliorano la
funzione endoteliale attraverso la riduzi-
one dell'azione dell’angiotensina II, che
incrementa lattivita della NADPH ossidasi
con conseguente aumentata produzione di
ROS e inattivazione di NO 130, Infine, una
regolare attivita fisica migliora la funzione
endoteliale determinando una maggiore
produzione di NO 131,

Riassunto

La disfunzione endoteliale e lo stress ossidativo
rappresentano i meccanismi fisiopatologici princi-
pali di varie patologie quali l'ipertensione, l'ate-
rosclerosi, le dislipidemie, il diabete, le malattie
cardiovascolari, I'insufficienza renale e il danno da
ischemia-riperfusione. Le specie reattive dell’ossi-
geno (reactive oxygen species, ROS) possono mo-
dulare la funzione cellulare, i segnali recettoriali e
le risposte immuni in condizioni fisiologiche, ma
quando presenti in eccesso mediano un progres-
sivo danno endoteliale attraverso la crescita e la
migrazione delle cellule muscolari lisce vascolari e
delle cellule inflammatorie, I'alterazione della ma-
trice extracellulare, I'apoptosi delle cellule endo-
teliali, I'attivazione di fattori di trascrizione (NFKB,
AP-1), espressione di citochine inflammatorie e di
molecole di adesione (ICAM-1, VCAM-1, E-selec-
tina). Recenti evidenze suggeriscono che la mag-
giore fonte di ROS ¢ la NADPH ossidasi, attivata
soprattutto dall’angiotensina II, dallo shear stress e
dall'iperglicemia. La mancanza di equilibrio tra la
produzione di radicali liberi e la capacita di neu-
tralizzarli da parte dei sistemi antiossidanti deter-
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mina una condizione di “stress ossidativo”. I ROS
alterano il tono vascolare tramite 'aumento della
concentrazione di calcio citosolico e soprattutto
determinando una minore disponibilita di ossido
nitrico, principale mediatore della funzione endo-
teliale ad azione vasodilatatrice. I dati emersi da
studi sperimentali su animali e sulluomo confer-
mano che la vasodilatazione dipendente dall’endo-
telio & alterata in molte patologie.

Parole chiave: Disfunzione endoteliale - Stress os-
sidativo - Specie reattive dell'ossigeno - Ossido ni-
trico.
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