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Rassegna

Ruolo della ridotta biodisponibilita
di ossido nitrico nelle complicanze
vascolari del diabete mellito

RIASSUNTO

Nella presente rassegna saranno analizzati la fisiologia, la sinte-
si e i meccanismi d’azione dell’ossido nitrico (NO). Successi-
vamente, verranno esaminate le cause e gli effetti di una ridotta
biodisponibilita di NO nel diabete mellito, causata da un aumen-
to della produzione di radicali liberi, secondaria all'iperglicemia.
| radicali liberi ossidano i cofattori della sintasi dell’ossido nitrico,
in modo da provocare una riduzione della sintesi di NO. Inoltre
la diminuzione del glutatione ridotto conduce a una minore sin-
tesi di nitrosoglutatione. Entrambe queste molecole sono com-
posti intermedi importanti poiché conducono all’attivazione della
guanilato-ciclasi. Pertanto una loro ridotta sintesi conduce a una
diminuita produzione di cGMP che & la molecola che fa da tra-
mite per la maggior parte degli effetti del NO. Verranno, infine,
considerate le eventuali strategie terapeutiche atte a migliorare
la biodisponibilita di NO, agendo sulle cause che ne diminuisco-
no la sintesi. | trattamenti proposti sono basati sulle possibilita di
contrastare lo stress ossidativo e in questo contesto i meccani-
smi fisiopatologici supportano fortemente I'impiego di tioli.

SUMMARY

Effects of low bioavailability of nitric oxide in vascular complica-
tions of diabetes mellitus

The physiology, synthesis and mechanisms of action of nitric
oxide (NO), and the causes and effects of its low bioavailability
in diabetes mellitus, are reviewed. This lack is due to the
increased production of reactive oxygen species (ROS), sec-
ondary to hyperglycemia. ROS oxidize NO synthase cofactors,
thus reducing NO production. The diminished supply of reduced
glutathione results in a drop in nitrosoglutathione synthesis.
Both these compounds are important intermediates of the NO
pathway, that activate soluble guanylate cyclase to produce
cGMP which is the main molecule that implements most of NO’s
effects. Therefore their oxidation leads to reduced cGMP pro-
duction. There are several possible therapeutic strategies to
improve NO bioavailability by acting on the causes of its low syn-
thesis. The treatments proposed are based on counteracting
oxidation and, from this viewpoint, the physiopathology strong-
ly supports treatment with thiols.
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Introduzione

"endotelio € stato a lungo considerato erroneamente solo una
barriera tra il flusso sanguigno e la parete vascolare; in realta
svolge un ruolo cruciale nella regolazione del’omeostasi
vascolare. Le cellule dell’endotelio producono un fattore inizial-
mente chiamato endothelium derived relaxing factor (fattore
rilassante derivato dall’endotelio, EDRF) in quanto riconosciu-
to in grado di produrre vasodilatazione'. Successivamente,
questo fattore fu identificato nell’ossido nitrico (NO)? e a esso,
oltre alla vasodilatazione, si attribuiscono una serie di azioni tra
cui I'inibizione dell’aggregazione piastrinica, la migrazione leu-
cocitaria e la loro adesione all’endotelio, il rallentamento della
proliferazione e migrazione delle cellule muscolari lisce®.

La perdita del’azione del’NO da parte del’endotelio pro-
muove un fenotipo vascolare aterogeno come dimostrato da
studi sperimentali su animali®.

Sintesi di ossido nitrico

L’NO ¢ sintetizzato, a partire dall’aminoacido L-arginina, dal-
I'ossido nitrico sintasi (NOS) in presenza di ossigeno mole-
colare. Sono descritte tre isoforme della NOS?®, codificate da
geni distinti. La NOS-1 & prevalentemente presente nei tes-
suti nervosi ed € meglio conosciuta come NOS neuronale
(NNOS). La NOS-2, originariamente trovata nei macrofagi,
viene espressa anche in una moltitudine di altre cellule, inclu-
si fibroblasti, epatociti e cellule muscolari lisce della parete
vascolare. La NOS-3 (eNOS) ¢ presente nelle cellule endote-
liali, piastrine e cellule muscolari lisce ed & stata identificata
come I'enzima attivo a livello endoteliale. La NOS-3 ¢ la sor-
gente di una sintesi basale e continua di NO, necessaria per
mantenere il tono vascolare di riposo. NOS-1 e NOS-3 sono
espresse costitutivamente e la loro attivita & calcio-dipen-
dente, mentre la NOS-2, meglio nota come iNOS (NOS indu-
cibile), viene espressa solo in alcune circostanze (per es. atti-
vazione dei macrofagi).

Questa rassegna trattera della eNOS, la cui attivita & regola-
ta da precursori, cofattori, agonisti chimici e forze fisiche.

Precursori

La disponibilita di L-arginina potrebbe essere un importante
fattore che influisce sulla funzione della eNOS in quanto
primo precursore della sintesi di NO?, ma ¢ altamente impro-
babile in quanto la concentrazione intracellulare e plasmati-
ca della molecola € dalle 20 alle 200 volte superiore a quella
necessaria per un’attivita enzimatica ottimale. Tuttavia, una
minore disponibilita di L-arginina pud diventare un passo
limitante in presenza di falsi precursori derivati dall’arginina,
che competono con la stessa per il legame con il sito attivo
del’enzima. E stato dimostrato che la N-mono-metil-L-argi-
nina (L-NMMA) inibisce la sintesi di NO” e I'effetto inibitore &
prontamente invertito dalla L-arginina. La L-NMMA e altri ini-
bitori derivati dal substrato sono stati utilizzati per la valuta-
zione del ruolo del’NO in diversi distretti vascolari, in vitro e

in vivo, sia in modelli animali sia nel’'uomo. Incubata con gli
anelli di aorta di coniglio, la L-NMMA provoca una significa-
tiva contrazione endotelio-dipendente e la sua infusione
endovenosa negli animali induce un aumento dose-dipen-
dente della pressione arteriosa, prontamente reversibile con
la somministrazione endovenosa di L-arginina®. Nel’'uomo la
somministrazione di L-NMMA nell’arteria brachiale causa
una vasocostrizione dose-dipendente della muscolatura del-
I’avambraccio®.

La dimetil-arginina asimmetrica (ADMA) & un altro falso pre-
cursore della NOS. La concentrazione plasmatica di questa
molecola ¢ risultata aumentata nei soggetti affetti da iperco-
lesterolemia, ipertensione e aterosclerosi’®. La ADMA agisce
come un inibitore competitivo dell’enzima, riducendo quindi
la sintesi di NO attraverso la separazione dei due domini
(vedi paragrafo seguente), evento che conduce alla produ-
zione di specie reattive dell’ossigeno (reactive oxygen
species, ROS). Pertanto 'ADMA viene considerata come
uno dei fattori di aumentato rischio cardiovascolare. Nei
pazienti affetti da diabete mellito (DM) i risultati riguardo alle
sue concentrazioni plasmatiche sono contraddittori.

Cofattori

La NOS ha una struttura dimerica; ogni monomero contiene
un dominio riduttasi e uno ossigenasi. Il dominio riduttasi
racchiude il sito di legame per i cofattori flavina adenina dinu-
cleotide (FAD), flavina mononucleotide (FMN) e nicotinamide
adenina dinucleotide fosfato (NADPH). I dominio ossigenasi
contiene un eme e i siti di legame per la L-arginina e la tetra-
idrobiopterina (BH4). La BH4 ha importanti effetti sulla strut-
tura e funzione della NOS: include la stabilizzazione della
struttura dimerica e la facilitazione del legame con la L-argini-
na''. Studi in vitro hanno dimostrato che la ridotta biodispo-
nibilita di BH4 si traduce nel disaccoppiamento (uncoupling)
della NOS, portando alla produzione di anione superossido e
H,O,. Quest’ultima possibilita spiega come, in alcune circo-
stanze, quali per esempio la carenza di BH4, la NOS possa
concorrere al peggioramento dello stress ossidativo.

La calmoduling, infine, la cui azione dipende dalle normali
fluttuazioni del calcio intracellulare, lega reversibilmente la
NOS tramite I'interazione con il suo specifico sito di lega-
me'?, situato tra i due domini, regolando il trasferimento di
elettroni dal dominio riduttasi a quello ossigenasi.

Agonisti chimici

In vitro e nellanimale molte sostanze chimiche, come
I'acetilcolina, la bradichinina e la sostanza P, sono in grado di
indurre una vasodilatazione. Questo effetto € almeno parzial-
mente attenuato dalla L-NMMA, evidenziando che il rilassa-
mento della muscolatura liscia vascolare endotelio-dipen-
dente provocato da questi agonisti €, almeno in parte,
mediato dal’NO. La L-NMMA riduce il rilasciamento stimola-
to dagli agonisti nei vasi arteriosi e venosi anche nel’'uomo’;
il grado di inibizione della dilatazione agonista-dipendente &
diverso nei vari distretti vascolari.
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Forze fisiche

Lo shear-stress esercitato dal flusso ematico & un importan-
te stimolo fisiologico nella regolazione del rilascio di NO.
| meccanismi implicati includono un’attivazione estremamen-
te rapida mediata dai canali ionici € una lenta comprendente
la fosforilazione della eNOS. Inoltre, una ulteriore e piu lenta
forma di attivazione & dovuta al’aumento dell’espressione
dello mRNA del’eNOS, con conseguente aumento dell’enzi-
ma stesso®. L'applicazione dello shear-stress alle cellule
endoteliali dell’aorta di bovino provoca un aumento impor-
tante e immediato del calcio libero intracellulare, seguito da
una sua rapida riduzione'®. 'aumento intracellulare del cal-
cio awviene solo in risposta al flusso pulsatile e non a quello
continuo. | meccanismi che permettono la rapida produzio-
ne di NO in risposta allo shear-stress includono I'attivazione
di canali per il potassio e il cloro. Il bilancio tra la corrente
anionica e cationica determina il potenziale netto di membra-
na e i seguenti cambiamenti nella concentrazione di calcio
che, da parte sua, produce I'attivazione della eNOS e la pro-
duzione di NO. L'attivazione lenta della eNOS da parte dello
shear-stress avviene tramite la fosforilazione di Akt e I'effetto
¢ indipendente dalla concentrazione intracellulare di calcio';
questo effetto sembra essere mediato dalla fosfatidilinosito-
lo 3-chinasi (PI3 chinasi). Lo shear stress stimola anche la
trascrizione genica della eNOS per il mantenimento a lungo
termine della produzione di NO'™ in modo dose-dipendente.

Effetti biologici dell’ossido nitrico

Gli effetti vascolari mediati dall’NO includono sia una vasodi-
latazione diretta (flusso-dipendente e recettore-mediata) sia
una vasodilatazione indiretta per l'inibizione dei fattori vaso-
costrittori. L'NO ha anche un effetto antitrombotico e antin-
fiammatorio dovuto all'inibizione di aggregazione piastrinica
e adesione leucocitaria®. Infine, I'NO neutralizza I'anione
superossido e ha un effetto antiproliferativo per I'inibizione
dell'iperplasia muscolare liscia (Tab. 1).

Una volta sintetizzato, I’'NO diffonde nella membrana cellula-
re endoteliale ed entra nella cellula muscolare liscia dove, in
condizioni fisiologiche, attiva la guanilato-ciclasi solubile

Tabella 1 Azioni vasoprotettive dell’ossido nitrico.

Vasodilatazione

Inibizione dell’attivazione e aggregazione piastrinica
Inibizione dell’espressione delle molecole di adesione
Inibizione dell’interazione piastrine-leucociti
Inibizione della proliferazione delle cellule muscolari
lisce

Inibizione dell’espressione del fattore tessutale
Riduzione dell’ossidazione del colesterolo LDL
Aumento della sensibilita all'insulina

(sGC) che sintetizza il guanosin-3',5’-monofosfato ciclico
(cGMP)'¢ responsabile della maggior parte degli effetti
del’NO (Fig. 1).

Nel corso degli ultimi anni, tuttavia, € diventato sempre piu
chiaro che I'NO esercita molte delle sue azioni cellulari anche
in modo cGMP-indipendente. Sono state descritte in vivo
reazioni del’NO con I'ossigeno, il ferro, il gruppo eme, le pro-
teine contenti gruppi tiolici, il DNA e alcune amine suscettibili
alla s-nitrosilazione, portando in molti casi a perdita della loro
funzione'” '8,

Alterazioni della biodisponibilita
di ossido nitrico

La riduzione della biodisponibilita di NO produce vasocostri-
zione (dovuta alla mancanza del rilassamento muscolare
liscio), trombosi (per I'aggregazione piastrinica), infiammazio-
ne (per I'up-regulation delle molecole di adesione leucociti-
endotelio) e ipertrofia vascolare (dovuta alla proliferazione
muscolare vasale). Questo ¢ il primo passo del processo ate-
rosclerotico e prende il nome di “disfunzione endoteliale”™®.

La disfunzione endoteliale & presente in molte malattie come
I'ipercolesterolemia, I'ipertensione?®, il diabete mellito®" e
altre ancora e pud essere dovuta sia a diminuita sintesi di NO
sia a diminuita biodisponibilita del’NO stesso. La sintesi di
NO potrebbe essere ridotta dalla presenza di polimorfismi
della eNOS, dalla presenza di falsi precursori o dalla diminui-
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Figura 1 La via NO-cGMP nell’endote-
lio in condizioni di normale stato ossido-
riduttivo della cellula. L'NO é sintetizzato
dalla NOS in presenza dei suoi cofatto-
ri; reagendo con i tioli, viene trasportato
e attiva la sGC, producendo cGMP
ARG: arginina; BH4: tetraidrobiopterina;
Ca**: calcio ionizzato, cGMP: guanosin
monofosfato ciclico; eNOS: 0ssido nitri-
co sintasi; GTP: guanosin trifosfato;
NADPH: nicotinamide adenina dinu-
cleotide fosfato; NO': ossido nitrico;
R-SH: tiolo ridotto; R-S*“NO: nitrosotiolo;
SGC: guanilato ciclasi solubile.
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ta concentrazione di cofattori dell’enzima (per ridotta sintesi
od ossidazione di BH4 e NADPH). La biodisponibilita di NO
e essenzialmente dovuta alle ROS che ossidano sia I'NO
prodotto sia il gruppo eme della sGC e i tioli con il risultato di
una minore sintesi di cGMP.

La disfunzione endoteliale € associata anche all’insulino-
resistenza®?. Questo fenomeno e dovuto alla mancata attiva-
zione della eNOS a causa dell’inibizione della via della PI3
chinasi/Akt, normalmente attivata dall'insulina®®. D’altra
parte, quando vi & una minore biodisponibilita di NO, comun-
que indotta (ovvero anche non per via dell’inibizione della via
della PI3 chinasi/Akt, per esempio per ossidazione dei tioli),
si determina una ridotta vasodilatazione con minore perfu-
sione tessutale. Questo comporta una riduzione del recluta-
mento di cellule in grado di metabolizzare il glucosio (unita
metaboliche) con conseguente minore estrazione di glucosio
(insulino-resistenza).

Iperglicemia e ossidazione

Disturbi funzionali del flusso sanguigno e della funzione
vascolare sono stati identificati sin dall’inizio dello sviluppo
del diabete mellito. Queste alterazioni sono dovute principal-
mente alla diminuita produzione di NO con conseguente di-
sfunzione endoteliale e sbilanciamento tra vasodilatatori,
vasocostrittori e fattori di permeabilita prodotti dall’endotelio.
L'iperglicemia, come vedremo pit avanti nel dettaglio, & in
grado sia di ridurre la produzione di ossido nitrico sia di ini-
birne la sua biodisponibilita a livello endoteliale®*.
Classicamente, i meccanismi coinvolti nello sviluppo delle
complicanze nel diabete mellito sono: il potenziamento della
via dei polioli, I'aumento nella formazione di prodotti di gli-
cazione avanzata delle proteine (advanced glycation end-
product, AGE), I'attivazione della proteina chinasi C (PKC) e
I'incremento della funzione della via dell’esosamina. Questi
meccanismi sono sempre stati descritti come indipendenti,
nonostante alcuni dei metaboliti di una via possano attivar-
ne un’altra (per es. la produzione di metilglicosale, precur-
sore degli AGE, e diacilglicerolo, attivatore della PKC, nella
via dei polioli per I'aumento del rapporto citosolico
NADH:NAD"). E interessante notare che tutti i precursori di
queste reazioni derivano direttamente dal normale metabo-
lismo del glucosio?®.

Il metabolismo cellulare del glucosio € un processo compo-
sto da due fasi. Nel primo, la glicolisi, I'ossidazione nel cito-
plasma del glucosio intracellulare, genera NADH e piruva-
to. Il piruvato entra nella seconda fase, il ciclo degli acidi tri-
carbossilici, nel mitocondrio, producendo infine anidride
carbonica, acqua, NADH e FADH2. Questi ultimi due forni-
scono energia per la produzione di ATP nella fosforilazione
ossidativa nella catena di trasporto degli elettroni. In questa
catena il flusso di elettroni avviene grazie a quattro com-
plessi enzimatici associati alla membrana interna mitocon-
driale, al citocromo C e al trasportatore mobile ubichinone.
Il NADH dona dli elettroni al complesso | che li trasferisce
all’'ubichinone. Gli elettroni, dall’ubichinone ridotto, vengo-

no successivamente trasferiti al complesso Il grazie al ciclo
Q e, infine, tramite il citocromo C e la citocromo C ossida-
si (complesso V), all’ossigeno molecolare. Il trasferimento
degli elettroni nei complessi |, Ill e IV genera un gradiente
protonico che rende possibile I'attivazione dell’ATP sintasi
(complesso V).

Tutte le forme di diabete mellito sono caratterizzate da iper-
glicemia. In tutti i tessuti liberamente permeabili all’entrata
del glucosio (quali endotelio e cellule nervose) il suo metabo-
lismo & accelerato, con conseguente aumentato gradiente
protonico nella membrana mitocondriale interna. Vi & un
valore soglia della differenza di potenziale elettrochimico,
generato dal gradiente protonico, al di sopra del quale la
produzione di superossido & marcatamente aumentata.
Questo awviene in quanto, in tali condizioni, I'emivita dei tra-
sportatori intermedi degli elettroni, come il semichinone, &
prolungata. I semichinone & un radicale che si forma tra
I'aggiunta del primo protone e il secondo all’'ubichinone nel-
I'interfaccia con il complesso | e il complesso llI?°, Essendo il
semichinone un radicale libero, la sua aumentata emivita
induce una generazione di anione superossido. La sovrapro-
duzione di anione superossido, prodotta dall’iperglicemia,
riduce del 66% l'attivita della gliceraldeide-3-fosfato deidro-
genasi (GAPDH)?%, con conseguente accumulo dei metabo-
liti glicolitici, incluso il glucosio, a monte dell’enzima.

In conclusione, il processo di ossidazione indotto dall’iper-
glicemia ¢ alla base di ognuno dei quattro principali mec-
canismi implicati nella patogenesi delle complicanze diabe-
tiche.

Ossido nitrico e stato ossidativo

Quando in presenza di iperglicemia vengono generate gran-

di quantita di ROS, le cellule non sono in grado di controbi-

lanciare I'ossidazione risultante con i normali meccanismi (in

particolare catalasi e superossido dismutasi). Si determina

quindi I'ossidazione di una serie di molecole ridotte tra cui

nucleotidi e tioli. In questa situazione, le ROS producono una

riduzione della biodisponibilita di NO tramite almeno quattro

meccanismi (Fig. 2):

1) reazione diretta con I'NO sintetizzato, formando perossi-
nitrito;

2) ossidazione del cofattore BH4, con successivo disac-
coppiamento della eNOS;

3) diminuita presenza di tioli intracellulari, con conseguente
ridotta produzione di S-nitrosotioli, reservoir a lunga vita
e trasportatori del’NO, e successiva diminuzione della
sintesi di cGMP;

4) alterazione dell’espressione e attivita della sGC dovuta
all’ossidazione e susseguente perdita dell’eme.

La ridotta produzione e biodisponibilita di NO rappresenta

verosimilmente il primo passo del danno endoteliale.

Infine, con particolare riferimento al punto 1 di cui sopra, si

puod affermare che, quando I’'NO ¢ sintetizzato dopo che lo

stress ossidativo ha bruciato le difese antiossidanti della cel-

lula, i suoi effetti sono dannosi.
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re quantita prodotta reagisce in prima
istanza con le ROS producendo
perossinitrito. La via tioli-sGC é rallen-
tata e la quantita prodotta di cGMP e
diminuita. ARG: arginina; BH2: diidro-
biopterina; BH4: tetraidrobiopterina;
Ca*: calcio ionizzato;, cGMP: gua-
nosin monofosfato ciclico;, eNOS:
ossido nitrico sintasi; GTP: guanosin
trifosfato; NADP*: nicotinamide adeni-
na dinucleotide fosfato ossidato;
NADPH: nicotinamide adenina dinu-
cleotide fosfato; NO': ossido nitrico;
NO;: perossinitrito; O sostanze 0Ssi-

Cellula endoteliale

Cellula muscolare
liscia

Figura 2 Produzione di NO e via della sGC nello stress ossidativo. In questa situazio-
ne, i cofattori della NOS e i tioli sono ossidati. La produzione di NO é ridotta e la mino-

Disfunzione endoteliale
nel diabete mellito

Come precedentemente descritto, I'esposizione all'iperglice-
mia puo alterare la normale risposta delle cellule endoteliali
tramite l'incremento dell'ossidazione, deteriorando quindi
I'omeostasi tessutale e alterando il tono vascolare. Negli
stadi precoci, la disfunzione endoteliale pud essere reversibi-
le, ma nel corso della malattia pud produrre modifiche per-
manenti della struttura vascolare, contribuendo alla forma-
zione della placca e alle manifestazioni trombotiche e ische-
miche che si manifestano infine come complicanze cliniche.

Dati sperimentali in vitro e nell’animale

Negli studi sul’animale, con l'eccezione degli studi di
Tesfamariam?®’, in presenza di alte concentrazioni di glucosio,
la somministrazione di agonisti muscarinici produceva una
ridotta risposta vascolare endotelio-indotta®. Inoltre il grado
di disfunzione endoteliale correlava con la durata del diabe-
te e il controllo metabolico.

Pieper ha documentato che, in base alla durata della malat-
tia in animali con diabete indotto da streptozotocina o allos-
sano??, si susseguono risposte vascolari aumentate, inaltera-
te e ridotte. Due anni prima, Cosentino e collaboratori ave-
vano trovato un aumento nell’espressione della NOS e nella
produzione di NO in colture di cellule endoteliali esposte ad
alte concentrazioni di glucosio. Veniva inoltre osservato un
aumento di 7 volte nella produzione di anione superossido®.
Questi risultati sono in accordo con l'ipotesi che I'aumento
della produzione di NO riflette un meccanismo compensato-
rio, almeno inizialmente, come risposta all’aumentata inatti-
vazione del’NO da parte dei radicali liberi prodotti dall’iper-
glicemia e di conseguenza I'incapacita di produrre adeguate
quantita di cGMP.

Infine, in quasi tutti gli studi sugli animali diabetici e stata
osservata un’alterata vasodilatazione endotelio-dipendente,
con normale vasodilatazione alla somministrazione di nitro-

danti; R-SH: tiolo ridotto; R-S"NO:
nitrosotiolo; R-SS-R: tiolo ossidato;
SGC: guanilato ciclasi solubile.

derivati. Questa apparente contraddizione si spiega ricor-
dando la fisiologia della produzione del vero fattore di rilascio
muscolare che ¢ rappresentato dal cGMP (vedi sopra). In
sintesi il danno ossidativo avviene nell’endotelio che non &
piu in grado di produrre quantita sufficienti di NO che, pas-
sando nella cellula muscolare, dovrebbe attivare la cascata
che conduce alla sintesi di cGMP. Se invece I'NO viene for-
nito alle cellule muscolari lisce mediante la somministrazione
di nitrati (che rilasciano NO), esse sono in grado di sintetiz-
zare cGMP (e quindi si produce vasodilatazione). Anche la
via di attivazione della sGC potrebbe essere inattivata dal-
|’ossidazione, ma dal momento che le cellule muscolari lisce
non sono permeabili liberamente al glucosio non risentono,
0 quanto meno risentono in modo molto attenuato, del
danno ossidativo.

Dati nel’uomo

Il diabete mellito, e in particolare il diabete mellito di tipo 2, &
caratterizzato da aumentata mortalita cardiovascolare,
responsabile dell’80% dei decessi. In questi pazienti, gli studi
clinici sono inevitabilmente portati all’errore dall’alta preva-
lenza di altri fattori di rischio cardiovascolari che modificano
la funzione endoteliale e, di conseguenza, gli studi su pazien-
ti con diabete mellito di tipo 1 sono piu adatti per capire il
danno causato dall’'iperglicemia.

La prima evidenza di disfunzione endoteliale nel’luomo fu
descritta nei corpi cavernosi penieni di pazienti con diabete
mellito di tipo 1 e 2°". Nel diabete di tipo 1, la maggioranza
degli studi ha dimostrato una vasodilatazione endotelio-
dipendente alterata, nonostante sia stato descritto un
aumentato flusso sanguigno nelle prime fasi del diabete in
diversi organi®?, in accordo con i risultati di Pieper nei ratti®,
Nei pazienti con diabete mellito di tipo 1 con normali corona-
rografie € stata descritta una ridotta vasodilatazione indotta
dall’acetilcolina nelle coronarie e nei vasi dell’avambraccio.
Diversi studi nei diabetici hanno documentato una vasodila-
tazione endotelio-indipendente conservata (come la risposta
ai nitroderivati) sebbene siano state dimostrate risposte tar-
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dive nelle arterie femorali e dell’avambraccio di pazienti con
diabete mellito di tipo 1, soprattutto se presente microalbu-
minuria®*.

In conclusione, la maggioranza degli studi nel diabete melli-
to di tipo 1 ha dimostrato una vasodilatazione endotelio-
dipendente alterata. Al contrario, non ci sono dati sufficienti
per dimostrare un’alterata risposta del muscolo liscio vasco-
lare all’NO. E rilevante il fatto che ¢’é un’alterata risposta ai
donatori di NO quando c’é gia stato un danno organico
(come la microalbuminuria). Questo pud essere spiegato
considerando che un’esposizione prolungata allo stress
ossidativo pud ossidare anche la cellula muscolare liscia, in
particolare portando a ossidazione dei tioli, molecole essen-
ziali per I'attivazione della sGC.

Un altro meccanismo mediante il quale viene alterata la via
NO/cGMP nel diabete mellito potrebbe essere rappresenta-
to dalla diminuita rigenerazione di glutatione ridotto (e in
generale di gruppi tiolici) dovuto all’eccesso di lipidi insaturi®.

Terapia

Per evitare il declino della funzione endoteliale vengono rac-
comandati accorgimenti non farmacologici come una dieta
appropriata, esercizio fisico regolare e sospensione del
fumo, insieme a interventi farmacologici per ottenere e man-
tenere un buon controllo glicemico e lipidico assieme all’'uso
di antiaggreganti e ACE-inibitori. A ben guardare quasi tutte
le altre strategie citate insistono sul contenimento del danno
ossidativo. Viene pertanto spontaneo pensare anche a stra-
tegie farmacologiche con antiossidanti.

Terapia con antiossidanti

Vitamine

Nel 1993, venne descritto il “paradosso francese” del cole-
sterolo®®, che documentava una prevalenza di eventi cardio-
vascolari quattro volte superiore nella popolazione finlandese
rispetto a quella francese, a parita di concentrazioni plasma-
tiche di colesterolo. Questo dato suggeriva la presenza di
almeno un altro fattore causale nella malattia cardiovascola-
re, oltre al colesterolo. La differenza piu importante nelle due
popolazioni era rappresentata dal tipo di dieta, essendo
quella mediterranea ricca di sostanze antiossidanti. Di con-
seguenza, il fattore responsabile di questo fenomeno fu
identificato nel danno ossidativo.

In precedenza abbiamo descritto i meccanismi di produzio-
ne di ROS da parte dell'iperglicemia e, in accordo con cio, le
diverse evidenze che suggeriscono una ridotta difesa antios-
sidante nel diabete mellito®” valutata sia come diminuzione
dello stato antiossidante totale del plasma sia come diminu-
zione dei livelli di alcuni antiossidanti quali I'acido ascorbico
e la vitamina E38,

Sulla base di queste evidenze, una terapia con supplemen-
tazione di antiossidanti & plausibile che possa conferire un
effetto benefico sulle complicazioni cardiovascolari del dia-

bete mellito. Tuttavia, sfortunatamente, gli studi HOPE e
GISSI, eseguiti in prevenzione secondaria, dimostrarono che
la supplementazione di vitamina E nella dieta non riduce
I'incidenza degli eventi cardiovascolari‘®.

Tioll

Nel 1980, Ignarro mise in risalto I'importanza dei tioli nell’at-
tivazione della sGC* e successivamente Pieper dimostro
che la somministrazione del tiolo N-acetilcisteina (NAC) nei
ratti diabetici era in grado di abolire la disfunzione endotelia-
le*3. Anche la supplementazione di BH4 provocava un
miglioramento della disfunzione endoteliale nell’animale®.
Inoltre, noi abbiamo dimostrato che la somministrazione
parenterale del glutatione per 10 giorni nei pazienti con dia-
bete mellito di tipo 1 causava un aumento della sintesi di
cGMP*. Piu recentemente, in soggetti affetti da DMT2
abbiamo documentato la riduzione dello stress ossidativo e
della disfunzione endoteliale, dopo la somministrazione di
NAC sia in acuto®® sia in cronico*’; in quest’ultimo studio e
stato osservato anche il miglioramento della pressione arte-
riosa sia sistolica sia diastolica.

In considerazione del ruolo fondamentale che giocano i tioli
nella via NO/cGMP, € opportuno che essi mantengano la loro
integrita (conservazione del gruppo -SH); essa pud essere
difesa dalla somministrazione di antiossidanti. Questo
potrebbe spiegare i risultati favorevoli ottenuti con la sommi-
nistrazione di antiossidanti “non specifici per I’'NO” in preven-
zione primaria. Al contrario, quando i tioli sono ossidati, il loro
specifico ruolo di attivatori NO-dipendenti della cGMP viene
perso ed & impossibile per gli antiossidanti “non specifici per
I’'NO” sostituire questa funzione. In questa situazione, solo la
supplementazione con tioli € in grado di abolire, 0 almeno
attenuare, la disfunzione endoteliale.

Di conseguenza il “paradosso francese” del colesterolo
potrebbe essere spiegato come segue. Lo studio epidemio-
logico delle popolazioni francese e finlandese potrebbe
essere interpretato come uno studio di prevenzione primaria.
Nella popolazione francese viene conservata una migliore
concentrazione di tioli a causa della presenza nella cellula di
maggiore quantita di sostanze antiossidanti dovuta alla dieta
francese. Nella popolazione finlandese i tioli nel corso della
vita diminuiscono piu rapidamente, causa la dieta carente in
antiossidanti.

Va d’altra parte aggiunto che, dal momento che negli studi di
prevenzione secondaria (come gli studi HOPE e GISSI) si
deve supporre che la produzione di cGMP sia gia ridotta,
essendo stata causa in gran parte dell’evento cardiovascola-
re, la supplementazione con vitamine “antiossidanti non spe-
cifiche per I'NO” non ripristina la ridotta concentrazione di tioli
(“antiossidanti specifici per NO”). Di conseguenza, il tratta-
mento in questione non si traduce in un aumento della pro-
duzione di cGMP (con conseguente mancata riduzione della
mortalita). Quindi, solo la somministrazione di tioli potrebbe
migliorare la funzionalita della via NO/cGMP (Fig. 3).

Altri meccanismi potenzialmente benefici del miglioramento
della funzione vascolare da parte dei tioli comprendono la
stimolazione diretta dell’attivita della NOS, l'inibizione dell’i-
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NOS, sia del cGMR, agendo come
intermediari attivi dell’attivazione
NO-dipendente della sGC. ARG:
arginina; BH2: diidrobiopterina;
BH4: tetraidrobiopterina; Ca**: cal-
cio ionizzato;, cGMP: guanosin
monofosfato ciclico; eNOS: ossido
nitrico sintasi; GTP: guanosin trifosfa-
to, NAC: N-acetilcisteina, NADP*:
nicotinamide adenina dinucleotide
fosfato ossidato;, NADPH: nicotina-
mide adenina dinucleotide fosfato;
NO': ossido nitrico; NO; perossinitri-
to, O: sostanze ossidanti; R-SH:

Cellula endoteliale

Cellula muscolare
liscia

Figura 3 Ripristino della via NO-tioli-cGMP dopo la somministrazione di tioli. I tioli
aumentano sia la produzione di NO, ripristinando la forma ridotta dei cofattori della

nattivazione dell’enzima e la protezione dei cofattori essen-
ziali della NOS, in particolare della BH4, dall'ossidazione*®
(Fig. 3).

In conclusione, questi dati evidenziano il ruolo cardine dei
tioli nella prevenzione e nel ripristino della funzione endotelia-
le. Ulteriori studi piu approfonditi sono necessari per confer-
mare questi risultati positivi e meglio comprendere il mecca-
nismo d’azione dei tioli.

Altre strategie

Attualmente si stanno studiando nuovi agenti terapeutici
specifici per I'endotelio. Questi comprendono un potenziato-
re della eNOS, AVE9488, che dovrebbe up-regolare
I'espressione dell’enzima, o stimolatori e attivatori della
sGC*. Glli stimolatori della sGC necessitano del gruppo pro-
stetico eme dell’enzima intatto e funzionale e agiscono in
maniera sinergica con I’'NO, mentre gli attivatori della sGC,
come il BAY 58-2667, dimostrano effetti additivi quando
associati ai donatori di NO®’.

Un’altra strategia € data dall’inibizione della fonte dei ROS, in
particolare I'inibizione della NADPH ossidasi. In effetti, nei
pazienti diabetici, I'anione superossido prodotto dalle
NADPH ossidasi e il disaccoppiamento della eNOS, contri-
buiscono significativamente alla disfunzione endoteliale®.

Conclusioni

Lo stress ossidativo derivato dall’iperglicemia ¢ alla base
delle complicanze vascolari del diabete mellito e il danno &
verosimilmente mediato dall'inattivazione del’NO. In base a
queste considerazioni, sono state tentate diverse strategie
terapeutiche utilizzando antiossidanti, quali le vitamine C ed
E, senza risultati. L'utilizzo di NAC in alcuni nostri studi ha
fornito risultati positivi apprezzabili sulla funzione endoteliale.
Noi proponiamo, pertanto, una distinzione tra antiossidanti
“non specifici per 'NO” (vitamine e quant’altro) e “specifici

tiolo ridotto; R-S"NO: nitrosotiolo;
R-SS-R: tiolo ossidato; sGC: guani-
lato ciclasi solubile.

per NO” (tioli come la NAC), questi ultimi in grado di ripristi-
nare la biodisponibilita di NO.
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