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Numerose attivita metaboliche sono in
osrado di generare ROS

NADPH OSSIDASI NADH DEIDROGENASI
LIPOOSSIGENASI CITOCROMO OSSIDASI
MODIFICAZIONI \ RIDOTTA EFFICIENZA

REATTIVE DELLA % DELLA RESPIRAZIONE
SUPERFICIE CELLULARE CELLULARE

XANTINA OSSIDASI CITOCROMO P450
ALDEIDE OSSIDASI CITOCROMO B5

VARIAZIONI INDUZIONE
INTRACELLULARI DELLA FAMACOMETABOLICA

PO2
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Lo stress ossidativo ¢ una
condizione patologica causata
dalla rottura dell'equilibrio
fisiologico, in un organismo
vivente, fra la produzione e
I'eliminazione, da parte dei
sistemi di difesa antiossidanti, di
specie chimiche ossidanti.




In molti casi la produzione di ROS ¢ secondaria all’evento patogeno primario, I’innesco
delle reazioni a catena da parte delle specie reattive puo pero facilmente contribuire ad
aggravare un danno in atto.

Aumentata formazione di ROS e/0 una riduzione delle difese antiossidanti in svariate
condizioni patologiche: malattie cardiovascolari, neurologiche, stati tumorali,
inflammazioni, diabete, retinopatie, infezioni, malattie respiratorie, ect
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Il no-reflow !

La precoce rivascolarizzazione dell’arteria correlata all'infarto tramite PTCA primaria
rappresenta il gold standard nel trattamento dell’infarto miocardico acuto con
sopraslivellamento del tratto ST.

In una considerevole percentuale di pazienti (~30-40%) sottoposti a PTCA primaria, la
riapertura dell’arteria coronarica epicardica non si traduce in una riperfusione miocardica:
un fenomeno definito come no-reflow.

Il no-reflow é un predittore di complicanze acute dell’IMA come aritmie ventricolari,
versamento pericardico, tamponamento cardiaco e scompenso cardiaco precoce.

E inoltre associato ad una ridotta funzione contrattile del ventricolo sinistro con

ridotta frazione di eiezione, ad un rimodellamento avverso del ventricolo sinistro, e
quindi ad una maggiore mortalita.



Patogenesi multifattoriale che comprende I'embolizzazione distale di materiale aterotrombotico, il danno da
ischemia-riperfusione e la suscettibilita individuale al danno del microcircolo.

Emboli di differenti dimensioni possono originare da trombi coronarici
epicardici o da placche aterosclerotiche fissurate, in particolare durante la
riapertura meccanica dell’arteria coronaria. Oltre a provocare un’ostruzione
meccanica capillare, I’'embolizzazione distale di microparticelle (15-100
micron) puo causare anche una reazione inflammatoria, contribuendo alla
disfunzione endoteliale e alla vasocostrizione.

L’'ischemia prolungata determina diversi cambiamenti nelle cellule
endoteliali, con rigonfiamento e protrusione intraluminale.
Tali modificazioni morfologiche determinano a

loro volta un’ulteriore riduzione del flusso endothelial gap swollen myocyte

. . . . . . and extravasated fibrin tactoids compressing vessel
miocardico regionale nell’area ischemica. N
Infine, il rigonfiamento delle cellule miocardiche endothelial

swelling

é associato ad edema interstiziale che potrebbe
causare compressione micro-vascolare.

endothelial blebs platelets rouleaux

capiliary lumen formation

neutrophil plugs subsarcolemmal bleb
(release of oxygen radicals)




Danno da riperfusione

Marcata formazione di ROS, piu di quanto i sistemi enzimatici anti-radicalici possano
smaltire, attraverso vari meccanismi

1. In tutte le cellule: diretta riduzione dell’ossigeno molecolare

2. Endotelio: reazioni enzimatiche catalizzate da xantina ossidasi, ciclossigenasi, nitrossido
sintetasi

3. Leucociti (soprattutto neutrofili attivati): mediante la NADPH-ossidasi = produzione di
superossido nella fase tardiva della riperfusione. | neutrofili formano anche aggregati
con piastrine, contribuendo all’ostruzione meccanica del flusso coronarico

4. Miocardiociti: a livello della catena respiratoria mitocondriale - diretta formazione di
superossido, ossidazione di metaboliti endogni quali catecolamine e lipidi di membrana

5. Lavasocostrizione correlata ad un danno alle cellule endoteliali, neutrofili e piastrine
contribuisce a mantenere la vasocostrizione della microcircolazione coronarica




Effetto dei ROS nel danno da riperfusione

lone superossido 02
Perossido d’idrogno: H202
Ossigeno singoletto: O

Perossinitrito: ONOO ‘

* PEROSSIDAZIONE DEI LIPIDI DI MEMBRANA:

aumento permeabilita, disionie, depolarizzazione

danno reticolo sarcoplamatico, blocco sintesi proteica, traffiching cellulare Blocco della
respirazione mitocondriale, crisi energetica, aumentata produzione di ROS (circolo vizioso)

 OSSIDAZIONE DELLE PROTEINE:

Alterazione dei canali ionici e pompe ioniche(Na/K ATPasi, Ca ATPasi, scambiatore Na/
Ca):disionie, depolarizzazione

 DANNI ACIDI NUCLEICI

blocco trascrizionale e innesco della cascata apoptotica




FUNZIONALITA’ ENDOTELIALE

Arteriole di resistenza: perdita della risposta vasodilatatoria, NO mediata, alla
serotonina ed acetilcolina. Dopo ricanalizzazione, il danno da ROS alle cellule endoteliali
causa riduzione dl rilascio di NO e aumentata formazione di superossido e endotelina

A livello delle venule: si verifica una risposta inflammatoia locale, mediata dai granulociti
neutrofili attivati con successiva disfunzione endoteliale

.

Alterata permeabilita endoteliale ed aumento della pressione

intracapillare determinano un aumento della filtrazione di fluidi
nell'interstizio = edema tissutale

'
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Granulociti Neutrofili
Ruolo nel danno da riperfusione

I Neutrofili sono la maggiore componente cellulare della risposta infiammatoria che contribuisce danno
da riperfusione

Nel miocardio post-ischemico sono i primi ad attivarsi, vengono rallentati dalle cellule endoteliali,
aderiscono a queste e migrano nei tessuti insieme ad una componente macrofagica e linfocitaria.

Vengono richiamati nel miocardio post-ischemico da componenti del sistema del complemento e da
mediatori rilasciai dall’endotelio stesso.

Sono una importante fonte di

1. ROS

2. Enzimi proteolitici

3. Citochine pro-infiammatorie, leucotrieni, prostanoidi

. 2




Il postcondizionamento ischemico: un’efficace strategia di

protezione miocardica?
Raffaella Rastaldo, Claudia Penna, Sandra Cappello, Daniele Mancardi, Pasquale Pagliaro,

Gianni Losano
Sezione di Fisiologia, Dipartimento di Neuroscienze, Universita degli Studi, Torino

Il precondizionamento ischemico: i danni da I/R possono essere limitati dal precondizionamento ischemico
Il precondizionamento ischemico riduce I’area di infarto, limita le aritmie da riperfusione, preserva la funzione endoteliale

dei vasi coronaricie riduce 1’apoptosi

La protezione indotta dal precondizionamento ischemico puo essere precoce (prima finestra di protezione) o tardiva
(seconda finestra di protezione)

Il postcondizionamento

la cardioprotezione da postcondizionamento ¢ in parte dovuta all’inibizione della formazione di ROS che trovano la
loro massima espressione nei primi minuti di riperfusione




Nella patogenesi del no-reflow sembra emergere una nuova
componente rappresentata dalla suscettibilita individuale, acquisita
e/o genetica, al danno del microcircolo.

In particolare, il diabete e l'ipercolesterolemia sono stati associati ad
una peggiore riperfusione microvascolare dopo PTCA



Diabete: malattia cadiovascolare fatta non solo di iperglicemia....

stress ossidativo

Ipertensione &
disfunzione

P erghcem’a endoteliale

- Dislipidemia &

Steatosi epatica



Diabesity

Gl adipociti degli obest mostrano alterazioni ultrastrutturali, come
I'accumulo d1 calcio e di cristalli di colesterolo. Queste modifiche
ultrastrutturali sono accompagnate da una reazione infiammatoria con
aumento dello stress ossidativo che porta alla morte le cellule grasse.

La morte degli adipociti chiamata piroptosi ed e del tutto diversa dalla ben
nota morte cellulare programmata (apoptosi), € connessa ad uno stato di
inflammazione causato dall’attivazione di una reazione cellulare denominata
inflammosoma che e legata a sua volta all’attivazione dell’enzima caspasil.
Proprio questo enzima attiva la produzione di citochine inflammatorie
responsabili di un gran numero di danni, compresa un’anomalia del recettore
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L'iperglicemia determina un aumento di produzione di
radicali liberi per aumentato flusso attraverso il ciclo di
Krebs.




EFFETTI A LIVELLO ENDOTELIALE
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L’Insulino Resistenza nella parete vasale determina una minore
produzione di OSSIDO NITRICO.

Lo STRESS OSSIDATIVO a livello dell’endotelio, indotto
dalliperglicemia, inibisce la produzione e la biodisponibilita di
Ossido Nitrico.

Stress Ossidativo

L’aumentato rilascio di FFA dal
Ad incrementare lo < tessuto adiposo
contribuiscono Iperlipidemia post - prandiale



Lo Stress Ossidativo e
la Disfunzione

/ ENDOTELINA -1
Endoteliale

determinano la — PROSTANOIDI

riduzione di NO e
aumento di sostanze

vasocostrittrici quali \
ANGIOTENSINA 11



In aggiunta al suo fondamentale ruolo volto alla regolazione dei valori pressori e degli equilibri idrosalini, I'angiotensina
Il (agendo attraverso i recettori AT;) gioca un ruolo chiave in tutti quei processi patogenetici (inflammazione, stress
ossidativo, attivazione e disfunzione endoteliale, stiffness arteriosa etc.) specificamente coinvolti nei processi di inizio,
sviluppo e progressione dell’aterosclerosi.

Stress ossidativo Inflammazione

NAD(P)H ossidasi 4 Pe;meabiliﬁ vascolare 4\, infiltrazione leucocitaria p

Radicali liberi 4 Attivazione di vie di segnale (Nf-kB)
Perossidazione LDL, LOX-1 4
Mediatori dell’inflammazione
= Molecole adesione (VCAM-1, ICAM-1...)
» Chemochine (MCP-1, interleukin 8...)

Angiotensina |l - Citochine (interleukin 1 & 6, TNFa)
- Fattori di crescita

Vasocostrizione Proliferation di cellule muscolari lisce

Attivazione del PAI-1 Deposizione di matrice

Aggregazione piastrinica Attivazione metalloproteinasi (MMP)

Disfunzione endoteliale Rimodellamento vascolare

Schmieder et al. Lancet 2007




Nei pazienti diabetici 1l rischio di malattie
cardiovascolari ¢ da 2 a 5 volte superiore

a quello degli individui non diabetici.

Il diabete mellito d1 tipo 2 aumenta 1l tasso di
mortalita cardiovascolare 2 volte negli uomini e

4 volte nelle donne rispetto alla popolazione



Exp Physiol 90.4 pp 457462

Experimental Physiology — Symposium Report

Oxidative stress and vascular remodelling

Ana Fortuno', Gorka San José', Maria U. Moreno', Javier Diez"? and Guillermo Zalba'

'Division of Cardiovascular Pathophysiology, Centre for Applied Medical Research and ° Department of Cardiology
and Cardiovascular Surgery, University Clinic, School of Medicine, University of Navarra, Pamplona, Spain

| ROS sono stati coinvolti nella patogenesi di quasi tutte le fasi della formazione di lesioni vascolari
dell’aterosclerosi e dell’ipertensione.

Sono i macrofagi la principale fonte di ROS, ma praticamente tutte le cellule della parete vascolare
(endoteliali, muscolo liscio e avventizia) li possono produrre.

| ROS hanno un ruolo fisiologico sulla parete dei vasi e sono secondi messaggeri nella funzione
endoteliale e nella crescita, sopravvivenza e rimodellamento dei muscoli lisci e delle cellule endoteliali.
Tutte queste risposte, quando sfuggono al controllo, contribuiscono alla patologia vascolare



Fattori di rischio vascolari, disfunzione endoteliale,
manifestazioni cliniche
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Mineral particle Combustion particles

20-30 nm
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Variable mineral Metals
and metal content

Inorganic
salts

Rappresentazione schematica di particelle minerali provenienti
dalla abrasione dell’asfalto e particelle derivanti dalla combustione
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PM;o= particelle con diametro inferiore a 10 um (definizione classica)

L'apparato respiratorio pud essere suddiviso in:

1. le vie aeree superiori (naso-bocca, faringe

e laringe): particelle inalabili Inhalatle

2. la zona trancheobronchiale dei polmoni
(trachea e le vie cigliate): particelle

. Thoratic
toraciche

regione alveolare (vie non cigliate ed i
sacchi alveolari): particelle = respirabili
(giungono fino agli alveoli e passano nel
sangue, trasportando all'interno
dellorganismo sostanze inquinanti (es.

cancerogeni: Pb, B[a]P..) y o m
Aarodynamic diameter {um)

PM,, = frazione toracica Il rischio per la salute umana dipende

inoltre dalla composizione chimica
(aciditd, cancerogenicitad..)

:
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PM, 5 = frazione respirabile (alveolare)

Il danno puo diretto (inalazione delle particelle)
essere: indiretto (presenza di sostanze nocive adese al particolato)




Particelle ultrafini e effetti sulla salute: che cosa sappiamo

>Gli studi epidemiologici indicano che PM nellambiente é
associato a malattie respiratorie e patologie
cardiovascolari

» Unassociazione molto forte e stata descritta con i decesssi
per complicazioni respiratorie e cardiovascolari, specialmente
negli anziani

» Lo stress ossidativo, indotto dalle particelle inalate e che
determina lattivazione di geni del processo infiammatorio,
potrebbe essere il meccanismo alla base degli effetti osservati
> Le particelle ultrafini (diametro <100 nm) sono considerate
ampiamente responsabili per questi effetti (nanoparticelle di
diossido di titanio hanno un alto potenziale tossico)




o Le PM2.5 depositate negli alveoli vengono distrutte o
captate da1 macrofagi alveolari che attraversano la
parete dell'alveolo e passano nei tessuti.

o Le PMO.1 attraversano gli alveoli € vengono assorbite
dal torrente ematico, dove possono proseguire la
propria attivita.



Ozono, ossidi di azoto e PM sono
potenti ossidanti che producono

ROS

= ossidano direttamente lipidi € proteine

= causano una cascata infiammatoria con
successivo stress ossidativo:

I''nflammazione causata da queste sostanze

richiama nei tessuti 1 globuli bianchi deputati alla
difesa dell'organismo, che sono in grado in grado
essi stessi d1 produrre ROS.




PROTEASI E ANTIPROTEASI

o A livello respiratorio la risposta inflammatoria
determina la produzione cellulare di sostanze
dette che hanno 1l compito di
distruggere elementi dannosi ma anche la
capacita di1 danneggiare 1 tessuti. Questo
abitualmente non avviene perche le

ne modulano 1’azione.

o Le PM 1nibiscono la produzione ¢ I’efficacia
delle antiproteasi.
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Inflammazione sistemica e BPCO

Evidenze
La risposta infiammatoria del polmone e caratterizzata da:

Livello elevato di citochine proinfiammatorie e loro
recettori solubili (TNFalfa,IL 6, IL8).

Incrementi dei reagenti della fase acuta (PCR,
Fibrinogeno).

Segni indiretti di stress ossidativo.
Incremento delle cellule inflammatorie.



MANIFESTAZIONI SISTEMICHE DELLA BPCO

Queste stesse alterazioni le possiamo ritrovare nel sangue
periferico di questi pazienti.

E’ questo che noi chiamiamo infiammazione sistemica.

Agusti AG, Noguera A, Sauleda J, Sala E, Pons J, Busquets X. Systemic effects of chronic
obstructive pulmonary disease. Eur Respir J 2003

Concetto chiave per comprendere gli effetti sistemici della
BPCO



Le manifestazioni extrapolmonari piu evidenti
SONo:
- la malnutrizione proteico-calorica che induce:

1) deficit della funzione muscolare

2) riduzione della densita minerale ossea

3) alterazioni endocrine (riduzione del testosterone, insulino-resistenza, ecc.)
- I'amplificazione sistemica della risposta infiammatoria,

correlata con lI'incremento della mortalita cardiovascolare,
che gioca un ruolo rilevante anche nello sviluppo
dell’osteoporosi.




Manifestazioni Sistemiche della BPCO

/

Muscle weakness

Depression

CVD

Cognitive decline

Cancer




Malattie cardiovascolari legate a PM

Ambient PM
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BPCO e probabilita di ricovero per cause
cardiovascolari in pazienti senza cardiopatie note.

Studio caso (n 45,966)/controllo (n 45,966)
Kaiser Permanente Medical Care Program
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BPCO e Morte Cardio-Vascolare

FEVE 0%
!

Riscl.1i0 di morte _ 3q0/,
cardiovascolare



m Ogni aumento nella media annuale di
PM10 di 10 ug/m?, ¢ di PM2.5 di 5 ng/m?
corrisponde a un aumento del rischio di

attacchi cardiaci del 12% ¢ 13%

rispettivamente. Vale anche per livelli inferiori
ai limiti fissati dall’UE (40 ug/m’ per PM10, 25
per PM2.5).

m Correlazione tra esposizione acuta a PM da
traffico e infarto miocardico acuto.




m [.a mortalita cardiovascolare aumenta circa
dello 0.5-2% ogni aumento di PM 10-20
ug/ma3.

Le PM10 danno 1 maggiori effetti a breve
termine, come riacutizzazione bronchitica,

asma, alterazioni della frequenza cardiaca,
mentre le PM2.5 sono responsabili degli
effett1 globalmente p1u severi € cronici
(neoplasie, aterosclerosi).




—— All-Cause Mortality
~—  Lung Cancer Mortality

- Cardiopulmonary Mortality Mortalita e PM2.5

w = All Other Cause Mortality

|
i
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10 15 20

Air concentration of fine particles
(less than 2.5 microns diameter) per cubic meter.

Fig. 1. This chant illustrates how deaths from cardiopulmonary disease and lung
cancer increase in relation 10 all other causes of death during episodes of elevat-
ed particulate poliution. (Adapted from JAMA March 6, 2002,287:1132-1141))




Association between dental health and acute
myocardial infarction

Matilla KJ et al
Brit. Med. J. 1989 298: 774

Dental Disease and Risk of Coronary Heart
Disease and Mortality

De Stefano F et al
Brit. Med. J. 1993, 306: 688



Periodontal Disease and prevalent
Coronary Heart Disease in the ARIC study

Beck J.D et al J. Dent. Res. 2000. 79.

Severity of Periodontal Disease and number of
remaining teeth are related to the prevalence
of Myocardial Infarction and Hypertension in a
study based on 4254 subjects.

Holmlund. A. et al J. Periodontol 2006 77: 1173




E nata una nuova corrente di pensiero riguardo ai ROS, che ritiene che la loro presenza
sia utile, se non addirittura indispensabile, nell’adattamento fisiologico all’esercizio. Ci
sono crescenti evidenze che indicano come la continua presenza di BASSE
concentrazioni di ROS riesce ad indurre un aumento dell’espressione (cioe della
concentrazione) di enzimi antiossidanti e altri meccanismi difensivi.

Alla base di questo fenomeno c’e la teoria dell’'ormesi, la quale illustra come una bassa dose di
sostanza abbia effetto stimolatorio, mentre un’elevata dose abbia effetto inibitorio. In tale
contesto i radicali liberi possono essere visti come benefici, se agiscono aumentando il segnale
difensivo, oppure deleteri, se le concentrazioni a cui le cellule sono esposte risultano troppo
elevate.

Recentemente la teoria dell’'ormesi e stata estesa ai ROS generati dall’esercizio: nel muscolo
scheletrico, il perossido di idrogeno somministrato a concentrazioni ridotte determina un
aumento del rilascio di Ca2* dal reticolo sarcoplasmatico, e quindi una maggior produzione di
forza muscolare. Al contrario, un aumento massivo della concentrazione di tale specie reattiva
determina una brusca riduzione della forza muscolare.



Se fossimo in grado di fornire a ciascuno la giusta dose di
nutrimento ed esercizio fisico, ne’ in eccesso ne’ in difetto,
avremmo trovato la strada per la salute....

Ippocrate: “il regime” (meta del IV° sec. A.C.)

Grazie per I'attenzione



