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Parole come “radicali liberi” e “antiossidanti” sono entrati recentemente nell’immaginario
collettivo grazie in gran parte all’azione massiccia dei mezzi d’informazione. Si puo dire che
non esista rivista, giornale o trasmissione televisiva sulla salute che non abbia trattato
direttamente il tema dei radicali liberi e/o degli antiossidanti. Quest’azione divulgativa ha
comportato tuttavia una eccessiva semplificazione del problema che oggi viene percepito
genericamente come una lotta tra sostanze benefiche (antiossidanti) e sostanze dannose (radicali
liberi); lotta che nel caso di prevalenza dei radicali vede una accelerazione dell’invecchiamento
dei tessuti, e [D’instaurarsi di gravi patologie quali le malattie cardiovascolari e
neurodegenerative, il diabete, il cancro. In realta le cose sono molto piu complesse e i radicali
nei tessuti svolgono la funzione di molecole segnale oltre ad essere intermedi di reazioni
enzimatiche e chimiche. I radicali sono, quindi, necessari al corretto funzionamento delle cellule
e, anche facendo uso massiccio di sostanze riducenti o “antiossidanti”, sarebbe insensato oltre
che impossibile eliminarli. Quando nel tessuto o nella cellula la regolazione dell’omeostasi dei
radicali non funziona correttamente si pud instaurare una situazione di stress dovuta ad una
aumentata presenza di radicali ossidanti. In questi casi viene spesso utilizzato il termine “stress
ossidativo” ad indicare uno sbilanciamento verso una maggiore ossidazione del tessuto,
misurabile dalla comparsa di specie ossidate presenti nei maggiori costituenti della cellula quali
lipidi, proteine, DNA, carboidrati e/o dalla riduzione dei livelli di riducenti naturali.

Noi viviamo un autentico paradosso biologico. Infatti la molecola dell’ossigeno, essenziale
e alla base della vita su questo pianeta, ¢ anche reattiva e tossica, questo sottopone ad un
continuo stress ossidativo il nostro materiale genetico. Se non fosse per la presenza all’interno
delle nostre cellule di sistemi che controllano !’integrita dell’informazione e riparano
continuamente i difetti presenti, in breve tempo la vita sparirebbe dalla superficie terrestre.

D’altra parte lo stress ossidativo non deve essere considerato solo come un evento negativo
ma svolge anche funzioni fisiologiche: ad esempio una situazione transiente di stress ossidativo
costituisce uno dei meccanismi fondamentali di funzionamento per (a) rispondere a/o inviare
molti tipi di segnale (ormoni, neurotrasmettitori, citochine ecc.), (b) difendersi dagli agenti
infettivi e (c) variare lo stato redox necessario ad avviare un processo differenziativo.

La cronicizzazione dello stress ossidativo, al contrario, costituisce una condizione di rischio
per processi degenerativi e puo portare all’instaurarsi di una situazione patologica. E ad esempio
ben noto che numerose patologie sia su base genetica che acquisite sono associate ad alterazioni
dello stato redox della cellula. Queste possono avere un ruolo patogenetico o, al contrario,
esserne un prodotto. Nel primo caso la produzione di specie pro-ossidanti (o la diminuzione
delle “difese” antiossidanti) altera la normale fisiologia cellulare e puo portare ad alterazioni dei
processi vitali della cellula e di conseguenza ad alterazioni dell’omeostasi dei tessuti.
Modificazioni della “corretta” proliferazione e/o della morte cellulare cosi come cambiamenti
della funzionalita cellulare (contrattilita, funzione mitocondriale, ecc.) sono infatti determinanti
nell’insorgenza di patologie degenerative, nei tumori o nei processi associati
all’invecchiamento. Nel secondo caso, una alterazione del bilancio redox ¢ secondaria a processi
patologici (alcune infezioni virali o in trattamenti farmacologici in campo oncologico, ad
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esempio) e, in questi casi, le alterazioni redox possono diventare un importante e utile
“bioindicatore” di progressione di malattia. Per converso, un trattamento con antiossidanti puo
rappresentare una opzione importante non tanto a fini strettamente terapeutici sulla patologia
“principale” ma piuttosto ai fini di un miglioramento delle condizioni di vita dei pazienti, della
qualita della loro vita. La comprensione del complesso ruolo del bilancio redox sia a livello
subcellulare che a livello “sistemico” pud quindi rappresentare un utile strumento in termini
patogenetici, diagnostici, prognostici e terapeutici.

Nel nostro Istituto questi argomenti vengono affrontati in modo multidisciplinare e sotto
molteplici punti di vista che vanno dalle patologie degenerative, all’invecchiamento, ai farmaci,
agli alimenti, al comportamento animale, coinvolgendo gruppi presenti nei Dipartimenti
Farmaco, Ematologia Oncologia e Medicina Molecolare, Ambiente e Connessa Prevenzione
Primaria, Tecnologia e Salute, Biologia Cellulare ¢ Neuroscienze, e nel Centro per la Qualita
degli Alimenti e per i Rischi Alimentari. La complessita dell’argomento da un lato, e la diversita
dei diversi approcci sperimentali dall’altro, ha fatto nascere la necessita di creare un
coordinamento e¢ un dibattito piu approfondito all’interno dell’Istituto. I dati del presente
Rapporto riuniscono i contributi presentati da molti dei gruppi che hanno partecipato a due
tavole Rotonde tenute nell’ottobre 2003 e nel settembre 2004 in Istituto su questo argomento.
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DENSITA OSSIDATE
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Introduzione

Le lipoproteine a bassa densita ossidate (LDL Low Density Lipoprotein) hanno un ruolo
importante nella patogenesi dell’aterosclerosi ed esercitano effetti pleiotropici su varie funzioni
cellulari (1-4). Le LDL, per il loro contenuto in acidi grassi poliinsaturi, sono particolarmente
suscettibili all’attacco di radicali liberi e, pertanto alla lipoperossidazione. Le modificazioni
ossidative delle LDL ne alterano le proprieta biologiche aumentandone il potere aterogeno e la
tossicita. Le cellule del sistema immunitario sono importanti target dell’azione delle LDL
ossidate (oxLDL) grazie alla presenza di recettori specifici sulla loro superficie. Le oxLDL sono
potenti modulatori dell’infiammazione e sono in grado di innescare risposte immuni sia innate
che adattative. Immunoglobuline (Ig) circolanti anti-oxLDL sia di classe IgG che IgM sono
presenti nel plasma umano e formano immunocomplessi con le oxLDL a livello delle lesioni
aterosclerotiche (5-6). L’ossidazione delle LDL pud essere ottenuta in vitro utilizzando vari
sistemi ed ¢ stato osservato che le LDL ossidate in vitro hanno caratteristiche biochimiche e
immunologiche simili alle oxLDL estratte dalle lesioni aterosclerotiche (7). Molti studi hanno
dimostrato che le oxLDL modulano le funzioni di molte cellule del sistema immunitario quali
linfociti T, cellule natural killer, monociti e cellule dendritiche (4, 8-12). I linfociti B svolgono
un ruolo critico nelle risposte immuni adattattive ed ¢ stato dimostrato che sono presenti a
livello della lesione aterosclerotica.

Materiali e metodi

LDL

Le LDL sono state isolate con ultracentrifugazione da un pool di plasma fresco di donatori
sani. Per ottenere LDL moderatamente ossidate (mLDL) un’aliquota della preparazione di LDL
(1,2 mg/ml ) ¢ stata ossidata all’aria a temperatura ambiente per 18 ore. L’ossidazione in coltura
¢ stata bloccata aggiungendo EDTA. Il grado di ossidazione delle mLDL ¢ stato valutato tramite
la determinazione degli idroperossidi, delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBAR) e
della mobilita elettroforetica relativa (REM). Come controllo sono state utilizzate preparazioni
di LDL native (nLDL) in cui il processo di autoossidazione ¢ stato bloccato aggiungendo EDTA
o vitamina E.
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Induzione della risposta anticorpale antigene-specifica

L’antigene corpuscolato Candida albicans (ceppo BP, sierotipo A) e la mannoproteina,
purificata dalla parete cellulare di C. albicans, sono state preparate come precedentemente
descritto (13). La risposta anticorpale all’antigene C. albicans, ¢ stata ottenuta in vitro secondo
il protocollo precedentemente descritto (14). L’antigene viene aggiunto alle cellule
mononucleate del sangue periferico (PBMC) ottenute da soggetti sani, ad una concentrazione di
1.7x10%ml. Dopo 9 giorni, le colture vengono raccolte e le cellule secernenti anticorpo (ASC)
specifico verso la mannoproteina della parete cellulare di C. albicans sono state enumerate
mediante ELISPOT (15).

Induzione della risposta immunoglobulinica policlonale

Per I’induzione di immunoglobuline i PBMC sono stati stimolati con il mitogeno Pokeweed
(PWM) ad una concentrazione finale di 1.25 pg/ml. Dopo 8 giorni di coltura le cellule

secernenti immunoglobuline IgG ed IgM (IgG, IgM-SC) sono state enumerate mediante
ELISPOT (15).

Citofluorimetria a flusso

L’analisi della espressione delle molecole di costimolo CD40/CD27 e dell’apoptosi dei
linfociti B ¢ stata effettuata mediante citofluorimetria, utilizzando anticorpi monoclonali
coniugati con fluorocromi. Le cellule sono state raccolte dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento con
mLDL, lavate con PBS 1% e colorate mediante incubazione con gli anticorpi monoclonali per
30 minuti a 4 °C.

Dosaggio delle citochine

E stato valutato ’effetto delle mLDL sulla produzione delle varie citochine sia a livello di
proteina, tramite le tecniche ELISPOT ed ELISA, sia a livello di trascrizione di mRNA tramite
la tecnica RT-PCR semiquanitativa. Mediante ELISA ¢ stata valutata la concentrazione delle
varie citochine nei supernatanti delle colture non trattate o trattate con mLDL a vari tempi
mentre mediante ELISPOT sono state enumerate le cellule secernenti le citochine nelle stesse
colture. Per la determinazione dei livelli di mRNA I’RNA cellulare totale ¢ stato estratto
utilizzando kits commerciali. L’'mRNA ¢ stato retrotrascritto in cDNA e amplificato per i geni
delle citochine di interesse mediante il kit Access RT-PCR System. I livelli di mRNA sono stati
normalizzati ai livelli di mRNA del GAPDH.

Risultati

Effetto delle mLDL sulla induzione della risposta anticorpale specifica

L’attivita immunomodulante delle mLDL ¢ stata valutata sull’induzione della risposta
anticorpale verso 1’antigene T-dipendente C. albicans in colture di PBMC umani normali. Come
mostrato in Fig.la, le mLDL inducevano una diminuzione significativa del numero di cellule
secernenti anticorpi specifici (ASC) anti-C. albicans di classe IgG (*p<0,01). Tale inibizione non
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¢ dovuta ad un effetto tossico in quanto il test di vitalita cellulare con il Tripan bleu, effettuato
contemporaneamente alla raccolta delle cellule, mostrava che il numero di cellule vitali nelle
colture trattate con mLDL era simile al numero di cellule vitali nelle colture di controllo non
trattate (dati non mostrati). In tutti gli esperimenti effettuati sono state aggiunte le nLDL come
controllo ed ¢ stato osservato che esse non inducevano alcuna modulazione della risposta
anticorpale specifica nelle condizioni sperimentali descritte. Allo scopo di determinare se
I’inibizione dell’induzione di ASC specifiche fosse mediata dal legame specifico delle mLDL ai
propri recettori, sono stati bloccati i principali recettori che legano e internalizzano le mLDL. A tal
fine ¢ stato utilizzato il fucoidan, un ligando polianionico che lega i recettori scavenger di classe A
(16), o un anticorpo monoclonale anti-CD36 che riconosce in modo specifico il recettore
scavanger di classe B (17). L’effetto inibitorio indotto dalle mLDL veniva completamente
abrogato sia dalla preincubazione con il fucoidan sia dall’anticorpo anti-CD36 (Figlb) (*p<0,05).
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Figura 1. Effetto delle mLDL sulla induzione della risposta anticorpale specifica

Effetto delle mLDL sull’apoptosi dei linfociti B e sull’espressione sulla
loro superficie delle molecole di costimolo

Per valutare se I’inibizione della produzione di anticorpi specifici indotta dalle mLDL fosse
dovuta ad un loro effetto citopatico sui linfociti B, ¢ stata analizzata I’induzione di apoptosi
nelle colture di PBMC trattati e non con mLDL. E stato osservato che dopo 18 ore di coltura né
le mLDL né le nLDL inducevano [’apoptosi come dimostrato dalla percentuale di cellule
Annessina V'/CD20" (Tabella 1). Come controllo positivo dell’apoptosi ¢ stato utilizzato il 2-
deossi-D-ribosio.

Tabella1. Effetto delle mLDL sull’induzione di apoptosi delle cellule B nelle colture stimolate da

C. albicans
Coltura % Annessina V+/CD20+ *
CTR 3+0.2
2-deossi-D-ribosio 30£0.5**
nLDL 4+0.3
mLDL 5+0.5

* Mediat Errore Standard della Media (SEM) di tre esperimenti diversi
**p<0,05
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Poiché I’attivazione dei linfociti B richiede segnali di costimolo forniti dal contatto specifico
con i linfociti T helper, abbiamo analizzato gli effetti delle mLDL sull’espressione delle
molecole di costimolo sulla superficie delle cellule B nelle colture stimolate con la C. albicans.
Come mostrato nella tabella 2 dopo 18 ore di coltura le mLDL non inducevano alcuna
modulazione dell’espressione delle molecole di costimolo CD40 e CD27. Risultati simili sono
stati ottenuti dopo 48 ¢ 72 ore di coltura (dati non mostrati).

Tabella 2. Effetto delle mLDL sulla espressione delle molecole di costimolo sulla superficie dei

linfociti B
Coltura CD20°/CD40" CD20%/cD27"*
% di cellule MF*** % di cellule MF| ***
positive** positive**
CTR 98+2 3812 52+2 4043
nLDL* 99+1 4043 4943 4241
mLDL* 9743 3712 5042 43+2

*  Alle colture stimolate da C. albicans sono state aggiunte nLDL o mLDL. Dopo 18 ore di coltura le cellule sono state
raccolte e colorate con CD40-FITC e CD20-PE o con CD27-FITC e CD20-PE

Media + SEM di tre esperimenti diversi

*** Media dell'intensita di fluorescenza (MFI) + SEM di tre esperimenti diversi

*k

Effetto delle mLDL sulla produzione di IL-13

Poiché le risposte dei linfociti B ad antigeni T-dipendenti richiedono sia il contatto specifico
cellula-cellula sia la produzione di citochine che guidano le diverse fasi della differenziazione
delle cellule B, abbiamo valutato I’effetto delle mLDL sulla produzione di alcune citochine sia a
livello di proteina che di sintesi di mRNA. A tale scopo i PBMC sono stati stimolati con
I’antigene C. albicans e trattati e non con le mLDL. Dopo 72 ore di coltura le cellule sono state
raccolte e saggiate per la produzione di citochine mediante ELISPOT. Come mostrato in Figura
2a le mLDL inducono un aumento significativo del numero di cellule secernenti IL-1B (*p<0,05
vs CTR ¢ vs nLDL). Le nLDL non aumentano il numero di cellule secernenti IL-1P. Al
contrario, le mLDL non modulano il numero di cellule secernenti IL-6, IL-4, IFN-y ¢ TNF-o
(dati non mostrati).

La produzione di citochine ¢ stata dosata anche nei sopranatanti dopo 9 giorni di coltura
mediante ELISA. Come mostrato nella Figura 2b le mLDL inducono un significativo aumento
del rilascio di IL-1B (*p<0,05 vs CTR e vs nLDL) mentre le nLDL non mostrano alcun effetto.
L’accumulo di IL-6, IL-4, IFN-y e TNF-o nei sopranatanti delle stesse colture non viene
modulata dalle mLDL (dati non mostrati).

Infine, sono stati analizzati i livelli di mRNA per le citochine mediante RT-PCR
semiquantitativa. Come mostrato in Figura 2¢ dopo 24 e 48 ore di coltura le mLDL inducono un
significativo aumento dei livelli di mRNA per IL-B mentre la nLDL non inducono alcun effetto.

Diversamente, i livelli di mRNA per IL-6, IL-4, IFN-y ¢ TNF-o. non vengono modulati dalle
mLDL (dati non mostrati).
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Figura 2. Effetto delle mLDL sulla produzione di IL-13

Effetto dell’aggiunta di IL-13 ricombinante (rIL-1B) sull’induzione
della risposta anticorpale specifica e dell’aggiunta di anti-IL-13 umana
sull’attivita immunosoppressiva delle mLDL

Poiché le mLDL inibiscono le risposte anticorpali specifiche anti-C. albicans ¢ nelle stesse
colture ¢ stato riscontrato un aumento della produzione di IL-1[, ¢ stato valutato I’effetto della
rIL-1B sull’induzione della risposta anticorpale specifica da parte di PBMC stimolati con la C.
albicans. Per questo scopo, alle colture sono state aggiunte quantita crescenti di rIL-1 umana. I
risultati in Figura 3a mostrano che 100 ng/ml di IL-1p inibiscono significativamente (*p<0,01 vs
CTR e vs nLDL) la risposta anticorpale alla C. albicans, suggerendo che 1’effetto inibitorio delle
mLDL potrebbe essere mediato da un aumento della produzione di IL-1p. L’aggiunta di 50 ng/ml
di rIL-1PB induce una leggera inibizione della risposta anticorpale specifica. Per verificare se
laumento di IL-1 osservato fosse effettivamente responsabile dell’effetto inibitorio
sull’induzione della risposta anticorpale specifica, alle colture trattate con le mLDL ¢ stato
aggiunto un anticorpo neutralizzante policlonale murino anti-IL-1B umana. E stato osservato che
Ianti-IL-1 umana determina un completo recupero della capacita delle cellule di rispondere
all’antigene in presenza delle mLDL (Figura 3b) (*p<0,01 vs CTR e vs nLDL;"p<0,05 vs mLDL),
mentre 1’aggiunta in coltura dell’anticorpo di controllo anti-2,4,6-trinitrofenile non induce alcun
effetto. Questo risultato fornisce un ulteriore supporto all’ipotesi che 1’attivita immunosoppressiva
delle mLDL sull’induzione delle risposte anticorpali specifiche anti-C. albicans possa essere
mediato da un aumento precoce della produzione di IL-1p.
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Figura 3. Effetto dell’aggiunta di IL-1p ricombinante (rIL-18) sull’induzione della risposta
anticorpale specifica e dell’aggiunta di anti-IL-1f umana
sull’attivita immunosoppressiva delle mLDL

Effetto delle mLDL sulla produzione di Ig policlonali
e anticorpi anti-mLDL

Per definire ulteriormente [’attivitda immunomodulante delle mLDL sulle funzioni dei
linfociti B, ¢ stato analizzato il loro effetto sull’induzione della produzione di immunoglobuline
policlonali in colture di PBMC stimolati con PWM. I risultati mostrati nella Tabella 3 indicano
che le mLDL aggiunte all’inizio della coltura inducono un aumento significativo del numero
delle cellule secernenti immunoglobuline (ISC) di classe IgM ed IgG. Le nLDL aggiunte alle
stesse colture inducevano un modesto aumento del numero delle ISC.

E stata quindi determinata la specificita delle immunoglobuline prodotte in seguito
all’aggiunta delle mLDL. Come riportato nella Tabella 3 le colture trattate con mLDL mostrano
un aumento della produzione di anticorpi specifici per le mLDL. Nelle stesse condizioni
sperimentali le nLDL non inducono la produzione di immunoglobuline anti-mLDL.

Tabella 3. Effetto delle mLDL sulla produzione dilg policlonali e di anticorpi IgM anti-mLDL

Coltura IgM-SC/10° IgG-SC/10° Anti-mLDL IgM-  Anti-nLDL IgM-
ASC/10° ASC/10°

CTR 120010 180017 0 0

nLDL 1600+15 2200421 100+1 0

mLDL 11200+11* 14000+13* 1500+13* 0

* p<0,01 vs CTR and vs nLDL

Conclusioni

I risultati ottenuti in questo studio dimostrano che le mLDL inibiscono significativamente
I’induzione della risposta anticorpale specifica verso 1’antigene T-dipendente C. albicans da
parte di PBMC umani normali. Tale inibizione ¢ mediata dall’aumento precoce della produzione



Rapporti ISTISAN 05/40

di IL-1p. Inoltre, le mLDL aumentano la produzione di Ig policlonali in colture stimolate da
PWM e, piu rilevante, le mLDL inducono nelle stesse colture la produzione di [gM anti-mLDL.

In questo studio ¢ stato utilizzato un sistema in vitro in cui I PBMC umani normali sono
indotti a montare una risposta anticorpale specifica verso ’antigene T-dipendente C. albicans in
presenza di mLDL come un modello di risposta dei linfociti B nell’aterosclerosi.

Questi risultati potrebbero fornire nuove acquisizioni circa il ruolo chiave esercitato dalle
LDL quali modulatori delle funzioni dei linfociti B contribuendo cosi, alla comprensione del
meccanismo attraverso il quale uno specifico componente del sistema immune, interferisce con
la patogenesi dell’aterosclerosi. Inoltre, questi risultati potrebbero rappresentare un utile
modello per identificare nuovi approcci terapeutici che coinvolgono I’immunomodulazione.
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MALATTIA CARDIOVASCOLARE E PROCESSI
OSSIDATIVI. RUOLO DELL’OSSIDAZIONE NELLA
TRASFORMAZIONE DEL MACROFAGO IN FOAM CELL

Elena Bravo, Mariarosaria Napolitano
Dipartimento di Ematologia,Oncologia e Medicina Molecolare

Introduzione

Il macrofago gioca un ruolo fondamentale nello sviluppo della lesione aterosclerotica in
quanto media i processi inflammatori nell’intima e rappresenta il sito primario di accumulo
lipidico (1, 2). Un evento precoce nello sviluppo della lesione aterosclerotica ¢ infatti
rappresentato dalla formazione delle foam cells. I monociti circolanti in seguito all’adesione con
le cellule endoteliali, penetrano, attraverso le giunzioni intracellulari nelle pareti vascolari,
situandosi negli strati piu superficiali dell’intima. Qui i monociti differenziano in macrofagi
tissutali e, in seguito all’interazione con le lipoproteine circolanti del plasma, possono
accumulare lipidi (2, 3). I lipidi, principalmente rappresentati da colesterolo estere, si aggregano
in gocce lipidiche citoplasmatiche che conferiscono al macrofago un aspetto di cellula
schiumosa, traduzione italiana del piu usato e noto termine di foam cell. Un agglomerato vasale
di foam cells rappresenta la forma piu precoce di lesione vascolare ed ¢ definita fatty spots;
quest’ultima pud dare inizio alla formazione della stria lipidica (4). In fase avanzata,
I’alterazione derivante all’apparato cardiovascolare ¢ caratterizzata dalla presenza di ateromi,
formazioni ricche di lipidi liberi ed endocellulari, in un’area dell’intima vasale parzialmente
necrotica e ricca di detriti cellulari (5).

I lipidi, a causa della loro natura idrofobica, non possono circolare liberi nel sangue, ma sono
veicolati dalle lipoproteine, complessi macromolecolari idrosolubili costituite da una miscela di
lipidi e apoproteine (6). Le lipoproteine circolanti interagiscono con le cellule della parete
vasale e ne possono influenzare la funzione. Sono dette aterogene le lipoproteine che possono
determinare 1’accumulo di lipidi nel macrofago. Le lipoproteine alle quali si riconosce un ruolo
aterogeno sono le LDL, lipoproteine endogene con funzione di trasporto e distribuzione del
colesterolo alle cellule periferiche. Da oltre 20 anni studi epidemiologici, clinici, di base e lo
studio di dislipidemie su base genetica indicano che le LDL sono un fattore di rischio per le
malattie cardiovascolari (7, 8). Acquisizione piu recente ¢ che anche i remnant dei chilomicroni
(CR), le lipoproteine deputate al trasporto dei lipidi esogeni assunti con la dieta, inducono
accumulo di lipidi nel macrofago e sono pertanto da considerare lipoproteine aterogene (9, 10).

I fattori che modulano I’interazione tra il macrofago e le lipoproteine aterogene sono
molteplici, solo parzialmente esplorati e includono la funzione endoteliale, i processi
inflammatori, € i processi correlati alla ossidazione (11-13). I processi ossidativi sono una
importante concausa nel processo di formazione delle foam cells e possono influenzare
I’interazione tra macrofagi e lipoproteine con numerosi meccanismi.

11
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Lipidi e ossidazione

Gli acidi grassi sono la classe lipidica piu semplice, costituenti essenziali dei lipidi complessi
(es. trigliceridi, colesterolo estere, fosfolipidi, sfingolipidi ecc.). Sono un target ossidabile
presente in ogni classe lipidica, ad eccezione del colesterolo. I doppi legami presenti negli acidi
grassi insaturi, infatti, rappresentano il target principale dell’attacco dei radicali liberi
(ossidazione le) e dell’ossidazione lipidica. Una volta iniziata la lipoperossidazione, si innesca
una reazione a catena che porta all’amplificazione del numero di lipoperossidi, associato ad un
riarrangiamento dei doppi legami degli acidi grassi, con la formazione precoce dei dieni
coniugati. Come conseguenza della propagazione della reazione si ha la formazione di intermedi
altamente reattivi, quali ad esempio aldeidi e chetoni, che, a loro volta, reagiscono con i

Dall’ossidazione del colesterolo derivano gli ossisteroli. Gli ossisteroli presenti negli
organismi sono prodotti di reazione enzimatica o derivati dall’attacco radicalico del colesterolo
(15).

Anche 1 liso-lipidi (es. lisofosfolipidi, liso-glicerolipidi ecc) rappresentano derivati ossidati
dei lipidi presenti nelle strutture biologiche (16).

Molti dei derivati ossidati presenti nell’'uomo sono importanti prodotti intermedi del
metabolismo, e/o mediatori di cell signalling e/o modulatori di espressione genica (es. intermedi
di sintesi di ormoni steroidei e acidi biliari, eicosanoidi ecc.), tuttavia, gran parte dei lipidi
ossidati derivati dall’azione radicalica, possono svolgere un’azione tossica e/o potenzialmente
patologica sulle cellule della parete vascolare e svolgere un ruolo rilevante nello sviluppo
dell’arteriosclerosi (17-20).

Lipoproteine aterogene e formazione delle foam cells

Le LDL plasmatiche sono internalizzate dalle cellule per endocitosi mediata dal recettore
LDL (21). 1l recettore LDL ¢ ubiquitario e la sua espressione/funzione ¢ down-regulated dai
livelli intracellulari di colesterolo. L’auto-regolazione dell’attivita del recettore LDL previene
I’accumulo cellulare di colesterolo. Tuttavia, i livelli di LDL, e in particolare del colesterolo
trasportato dalle LDL, rappresentano il principale fattore di rischio di malattie cardiovascolari
(7) ed, infatti, la riduzione farmacologica dei livelli di colesterolo-LDL si associa a diminuzione
del rischio (8). D’altra parte, le lesioni aterosclerotiche si sviluppano anche nei soggetti con
ipercolesterolemia familiare, soggetti geneticamente deficitari del recettore LDL funzionale
(21). Quindi il recettore LDL non puo essere il recettore responsabile dell’uptake delle LDL che
si accumulano nel macrofago delle pareti vasali durante lo sviluppo della lesione ateromatosica.
E infatti concetto acquisito che le LDL, per indurre accumulo lipidico e la trasformazione del
macrofago in foam cells, devono subire delle modificazioni che le rendano irriconoscibili al
recettore LDL. Le LDL modificate sono rimosse dal circolo dai recettori scavenger (22-24). 1
recettori scavenger, diversamente dal recettore LDL, non sono down-regulated dai livelli di
colesterolo, quindi continuano a veicolare I’entrata delle LDL nei macrofagi anche quando i
livelli intracellulari di colesterolo sono elevati (22, 23). Mentre le LDL modificate
chimicamente in laboratorio, quali le LDL acetilate (acLDL), costituiscono un importante
modello per studiare la formazione delle foam cells (22), le modificazioni di tipo ossidativo
sono ritenute “modificazioni fisiologiche” che possono avvenire in vivo (11, 16, 17, 25).

I remnant dei chilomicroni (CR) sembrano indurre la formazione delle foam cells e
contribuire al processo di aterogenesi in modo diverso dalle LDL (9). I trigliceridi alimentari
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sono assunti dagli enterociti dopo esser stati idrolizzati durante la digestione in acidi grassi
liberi e monogliceridi. Nell’enterocita i lipidi assunti con la dieta sono assemblati con
I’apolipoproteina B48 a formare i chilomicroni. I chilomicroni secreti dall’enterocita sono
grandi complessi lipoproteici il cui contenuto ¢ rappresentato per 1’80-90% dai trigliceridi.
Raggiunto il circolo ematico, parte dei trigliceridi ¢ idrolizzata dalla lipoprotein lipasi
endoteliale e i chilomicroni sono oggetto di una serie di trasformazioni dinamiche che li
trasforma in CR (26). In condizioni fisiologiche i remnant sono rimossi rapidamente dal circolo
dal fegato e tale lipoproteina ¢ presente nel plasma solo nella fase post-prandiale (26, 27).
Tuttavia, nelle persone in cui il tempo di residenza in circolo ¢ prolungato, si creano le
condizioni per una deposizione dei lipidi alimentari nella parete vasale. Infatti, individui con
iperchilomicronemie sviluppano aterosclerosi precoce, nonostante i bassi livelli di LDL
circolanti (28-29). Inoltre, i remnant dei chilomicroni, al pari delle LDL, possono penetrare
nella parete arteriosa e restare intrappolati nello spazio sub-endoteliale dove interagiscono con
le cellule dalla parete vasale (30-34). Le interazioni dei chilomicroni remnants con le cellule
della parete vasale sono state recentemente recensite (35).

LDL: ossidazione e aterogenesi

L’ossidazione delle LDL gioca un ruolo rilevante nell’aterogenesi (17, 23, 36). Le LDL
ossidate (oxLDL), cioé LDL che hanno subito un processo ossidativo a carico di un qualsiasi
suo componente, posseggono in Vitro un ampio spettro di attivita pro-aterogeniche che
includono la capacita di interagire con i recettori scavenger ¢ indurre la formazione di foam
cells (18-20, 22-24).

Le lesioni ateromasiche, sia spontanee sia sperimentalmente indotte, sono caratterizzate dalla
presenza di lipoproteine ossidate (36) e ossisteroli (37). Tuttavia, la presenza delle oxLDL
sembra confinata alle placche aterosclerotiche, e non esistono prove convincenti di un aumento
di idroperossidi lipidici nel plasma umano (38). Si ritiene, quindi, che il processo di
lipoperossidazione avvenga in vivo nel contesto della lesione aterosclerotica, principalmente a
livello dell’intima vasale (17). Infatti, gli antiossidanti plasmatici proteggono le lipoproteine
dalla lipoperossidazione mentre, nel microambiente vasale le LDL, meno protette dagli
antiossidanti circolanti, sono esposte all’azione ossidante determinata dalla attivita macrofagica
e dall’endotelio. I lipoperossidi generati dalle lipossigenasi intracellularmente sono poi trasferiti
alle LDL. La 15-lipossigenasi sembra 1’enzima principalmente coinvolto nell’azione di ossidare
i lipidi cellulari, i quali sono successivamente trasferiti alle LDL presenti nell’ambiente
extracellulare, iniziando una reazione a catena che ossida le LDL in modo molto esteso (39).
Inoltre, ¢ ritenuto altrettanto probabile il meccanismo di ossidazione diretta dei lipidi delle LDL
durante I’interazione LDL-cellula, mediato dalla secrezione di anioni superossidi /o molecole
pro-ossidanti (ossidazione le e 2¢) (14, 38-40).

Antiossidanti e processi di lipoperossidazione

Il meccanismo piu accredito di formazione delle foam cells € quello strettamente connesso
con le modificazioni ossidative delle LDL le quali sono in grado di promuovere I’entrata delle
LDL mediata dai recettori scavengers (22-24). Pertanto, “I’ipotesi antiossidante
nell’aterosclerosi” suggerisce una relazione tra il livello di antiossidanti e la prevenzione dei
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danni da lipoperossidazione (25, 41). In accordo con tale ipotesi la supplementazione dietetica
con antiossidanti € stata proposta per la prevenzione delle malattie cardiovascolari (42, 43).

Numerose evidenze epidemiologiche suggeriscono, infatti, che una dieta ricca di frutta e
verdura, contenente alti livelli di vitamina E e carotenoidi, riduce il rischio di malattia
cardiovascolare (44, 45). I meccanismi attraverso i quali gli antiossidanti potrebbero proteggere
dall’aterosclerosi sono molteplici, tuttavia particolare importanza ¢ attribuita alla capacita degli
antiossidanti di fungere da scavenger dei radicali liberi e ostacolare 1’ossidazione delle LDL
(46). Tuttavia, nonostante molti studi in vitro dimostrano che gli antiossidanti possano
aumentare la resistenza delle LDL all’ossidazione, numerose altre prove sperimentali non
supportano 1’ipotesi che la concentrazione di antiossidante nel plasma e/o nel microambiente
vascolare sia determinante nell’induzione del danno ossidativo alle LDL (40).

Inoltre, nonostante le solide indicazioni epidemiologiche del potenziale beneficio derivante
dal consumo di diete ad elevato contenuto di antiossidanti, le recenti reviews degli studi clinici
di supplementazione alimentare con vitamina E o B-carotene nell’'uomo indicano che i dati
disponibili non supportano alcun effetto protettivo di questi composti sulla malattia
cardiovascolare (47, 48). Quindi, allo stato attuale delle conoscenze, il meccanismo di
potenziale beneficio degli antiossidanti resta non chiarito, ma, ¢ evidente, che esso va esplorato
oltre la capacita di prevenire il danno ossidativo a carico delle LDL (40, 49).

Bilancio redox intracellulare e formazione
delle foam cells

Il bilancio redox intracellulare, determinato dalla sommatoria dei meccanismi biochimici,
enzimatici e di regolazione metabolica, determina la capacita cellulare di proteggersi dai danni
indotti dai radicali liberi dell’ossigeno (ROS) (16, 38). I danni indotti dai ROS nei macrofagi
includono la produzione di radicali liberi, la lipoperossidazione e il rilascio di mediatori
dell’infiammazione. Il trattamento con diversi antiossidanti, agendo sui meccanismi che operano
nelle cellule, le proteggono dai danni indotti da ROS aumentandone il potenziale pro-riducente
(11, 38).

Il ruolo delle modificazioni del profilo redox della cellula sull’interazione tra macrofagi e
LDL e sulla formazione delle foam cells ¢ stato investigato dal nostro gruppo in una serie di
studi. Una breve descrizione dei principali metodi e test utilizzati in questi studi sono riportati
nell” Appendice 1, mentre per una descrizione completa dei metodi e risultati si rimanda alle
relative referenze.

L’equilibrio intracellulare tra il glutatione (GSH) e il glutatione ossidato rappresenta uno dei
principali indicatori di potenziale redox (38) in grado di modulare il danno ossidativo alle LDL
indotto dai macrofagi (13). N-acetilcisteina (Nac) ¢ un pro-riducente che esplica la sua attivita
attraverso 2 meccanismi: I’induzione della sintesi intracellulare di GSH, e la neutralizzazione
dei radicali liberi a livello extracellulare (50). Di converso, il rame ¢ un agente pro-ossidante
che riduce i livelli dei tioli intracellulari. Uno dei modelli cellulari da noi utilizzato sono
macrofagi umani primari derivati per differenziamento da monociti circolanti (Auman monocyte
derived macrophages; HMDM). Trattando HMDM per 24 ore con Nac (SmM) o CuSO,
(2.5uM) il potenziale redox ¢ significativamente modificato rispettivamente in senso pro-
riducente o pro-ossidante, in rapporto a cellule non trattate. Tuttavia, le modificazioni del
bilancio ossidativo indotte con tali manipolazioni sono di lieve entitd e non assimilabili a
condizioni di stress ossidativo cellulare (51). Per valutare 1’effetto delle variazioni del
potenziale redox sulla formazione di foam cells si ¢ quindi valutata la sintesi di lipidi indotta da
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LDL non modificate (native) o modificate (acLDL e oxLDL) in HMDM pretrattati con Nac o
CuSO,. HMDM, pre-trattati per 24 ore con Nac 5mM o Cu®" 2.5 uM, sono stati
successivamente incubati per 6 ore a 37 °C con nLDL, acLDL, oxLDL (50mg proteina/ml) o
senza LDL (w/o0) in presenza di ['H]oleato. La sintesi dei lipidi ¢ stata valutata mediante la
incorporazione del substrato marcato [*H]oleato nel colesterolo estere (CE), trigliceridi (TG) e
fosfololipidi (PL). Dopo I’incubazione i lipidi sono stati estratti e separati per cromatografia su
strato sottile per determinare la radioattivita associata alle diverse classi lipidiche (51). Una
sintesi di alcuni risultati ¢ riportata nel pannello A della Figura 1 (i dati sono espressi come
media t+ sd; n=4). I risultati (nmoli di lipide/h/mg proteina) sono espressi come la somma della
quantita di CE, TG e PL prodotti.
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Figura 1. Effetto della modificazione dello stato redox intracellulare
sul metabolismo dei lipidi nei macrofagi

Cio indica, che i prodotti ossidati trasportati dalle oxLDL all’interno della cellula, hanno una
maggiore capacita regolatoria rispetto a quella che si puo ottenere mediante la modificazione del
potenziale redox intracellulare (51). Quest’ultimo, d’altra parte, ¢ in grado di alterare il rapporto
tra ’enzima esterificante del colesterolo (ACAT: Acil coenzimaA colesterolo acil transferasi) e
quello idrolasico (CEH: colesterolo estere idrolasi) (dati non mostrati) favorendo nei macrofagi
pro-ossidati I’accumulo di colesterolo in forma libera rispetto a quella esterificata (51).

Analoghe modificazioni del potenziale redox con Nac e CuSO, ottenute sugli HMDM sono
state indotte sulla linea macrofagica murina J774, utilizzata per studiare il ruolo del bilancio
tiolico intracellulare nella interazione del macrofago con i CR (52). I CR murini marcati sui
trigliceridi sono stati isolati da linfa toracica raccolta mediante incannulamento del dotto
toracico di ratti Wistar (53). Nel pannello B della Figura 1 sono riportati, a titolo
esemplificativo, i risultati di un esperimento di incubazione dei CR, marcati sulla componente
trigliceridemica, con J774 pre-trattate con Nac SmM o CuSO4 2.5uM per 24 ore e incubati
successivamente per 4 ore con 30 lg di colesterolo/ml trasportato da remnants dei chilomicroni
murini marcati sui trigliceridi ([*H]TG-chilomicrone remnant). Dopo I’incubazione i lipidi sono
estratti ¢ separati per cromatografia su strato sottille per determinare la radioattivita associata a
CE, TG, PL e acidi grassi liberi (52). I dati riportati in figura sono espressi come sommatoria
della radioattivita associata ai lipidi cellulari e sono relativi a quelli di un singolo esperimento
L’andamento mostrato in figura ¢ risultato consistente sia nei 3 esperimenti eseguiti sia alle 3
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diverse concentrazioni di CR testate. Infatti, I’incorporazione del marcato trasportato da 10, 30 o
80ug di colesterolo trasportato dai CR marcati nelle cellule ¢ risultata in media 19-30% piu
elevata in macrofagi pro-ossidati rispetto a quelli trattati con Nac, a tutte le concentrazioni
testate (52). In particolare, I’incorporazione dei CR nelle cellule trattate con CuSQ;, ¢ risultata
significativamente maggiore di quella in cellule pro-ridotte a entrambe le concentrazioni di 30 e
80ug di colesterolo-CR (52).

La maggiore incorporazione di lipidi, causato dai remmnants nelle cellule pro-ossidate,
determina un incremento dei lipidi cellulari soprattutto a carico dei trigliceridi, indicando che il
trigliceride oltre che il colesterolo, possono contribuire all’incremento dei lipidi che si accumulano
nei macrofagi in seguito all’interazione con le lipoproteine di origine alimentare (52). Inoltre, studi
sugli epatociti (54) e sugli enterociti (55), cellule con un ruolo essenziale rispettivamente, nel
modellamento delle lipoproteine endogene e nell’assorbimento dei lipidi alimentari, hanno
mostrato che, variazioni anche modeste dell’equilibrio GSH ridotto/ossidato, sono in grado di
modulare il metabolismo lipidico. Tuttavia, la modulazione indotta dalla Nac sul potenziale redox
intracellulare ¢ riconducibile a variazioni farmacologiche, mentre grande enfasi nella prevenzione
del rischio cardiovascolare ¢ posta sugli antiossidanti naturali (25, 44, 45). Le maggiori
informazioni sugli effetti degli antiossidanti naturali e la formazione delle foam cell derivano dagli
studi con o-tocoferolo. Gli studi in vitro riportano risultati contrastanti (56, 57) e indicano la
necessita di una maggiore attenzione ai modelli sperimentali utilizzati (58, 59).

In uno studio in fase di completamento abbiamo valutato 1’effetto dell’ o-tocotrienolo nella
formazione di foam cell indotta da LDL native e modificate. L’a-tocotrienolo ¢ un antiossidante
membro della famiglia della vitamina E con capacita di proteggere dal danno indotto dai ROS
(59). Al fine di valutare se il trattamento con 1’antiossidante modifica la capacita degli HMDM di
accumulare colesterolo estere indotto dalle LDL, gli HMDM sono pre-trattati per 24 h con SuM
o-tocotrienolo, e quindi incubati con [*H]oleato, in assenza (w/o LDL) o in presenza di LDL
native e modificate (50 mg proteina/ml). I risultati riportati in Figura 2 (espressi come media + sd,
n=5) mostrano che [’esterificazione del colesterolo, indotta dalle nLDL, acLDL e oxLDL ¢
costantemente ridotta nelle cellule pre-trattate con o-tocotrienolo.
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Figura 2. Effetto dell’a-tocotrienolo sull’ esterificazione del colesterolo indotta dalle LDL.
*p<0.05 vs il controllo della stessa classe lipoproteica
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Tale tendenza ¢ rafforzata a concentrazioni maggiori di o-tocotrienolo (60) ed ¢ marcatamente
significativa nel caso delle acLDL. I recettori scavenger responsabili per 'uptake delle oxLDL
sono diversi da quelli per la captazione delle acLDL (61). Pertanto tali risultati suggeriscono un
diverso ruolo dell’o-tocotrienolo sulla modulazione dei diversi sistemi recettoriali. I risultati di
esperimenti in corso indicano anche che il trattamento con o-tocotrienolo ¢ in grado di diminuire
quantitativamente I’accumulo di colesterolo estere indotto nel macrofago dalla interazione con le
LDL. Tuttavia, almeno parte di questi effetti sembra attribuibile all’inibizione della neosintesi di
colesterolo da parte dell’a-tocotrienolo (dati degli autori). In conclusione, questi studi indicano
che le risposte metaboliche del macrofago trattato con antiossidanti all’interazione con le LDL
sono variegate e non univoche. In generale, si osserva un decremento dell’accumulo lipidico nel
macrofago in seguito ad innalzamento del potenziale pro-riducente e, soprattutto, si osserva un
aumento piu consistente di deposito lipidico nelle cellule con ridotte difese verso gli ossidanti.

Tuttavia, tali variazioni sono in genere di entitd limitata e spesso imputabili ad attivita
diverse da quelle antiossidanti, quali la riduzione della sintesi lipidica e/o 1’attenuazione delle
risposte infiammatorie. Pertanto, questi studi indicano la necessita di una maggiore conoscenza
sulle proprieta singole delle molecole antiossidanti e della loro capacita di modulare le funzioni
del macrofago nelle varie fasi di progressione della lesione aterosclerotica. Infatti, la variazione
del solo potenziale redox intracellulare non ¢ sufficiente ad incrementare in maniera
significativa I’accumulo lipidico nel macrofago indotto dalle LDL.

Chilomicroni remnant (CR), ossidazione e formazione
delle foam cells

L’acquisizione che i CR possano svolgere un ruolo aterogeno (v. paragr. Lipoproteine
aterogene e formazione delle foam cells) ¢ piu recente rispetto a quello di rischio
cardiovascolare dipendente dai livelli di LDL. Questo ritardo ¢ in parte dovuto al fatto che i CR
sono lipoproteine post-prandiali (26) e la loro concentrazione/permanenza in circolo dipende dal
numero ¢ composizione dei pasti giornalieri. I grassi alimentari, in termini di quantita, tipo,
grado di insaturazione (numero dei doppi legami), nonché le modalita di cottura, taglio e
conservazione degli alimenti, determinano sia i livelli circolanti di CR sia il loro contenuto in
lipidi ossidati, derivati proprio dalla assunzione dietetica (15). E stato, infatti, dimostrato che i
lipidi ossidati alimentari sono assorbiti nell’intestino e trasportati in circolo dai chilomicroni e
CR (62).

Poiché il potenziale aterogeno delle LDL si correla con le modificazioni biochimiche a cui
sono soggette, con una serie di studi abbiamo investigato il ruolo dei CR e delle modificazioni
ossidative dei CR sulla induzione di foam cells. Vari modelli cellulari sono stati usati per questi
studi: HMDM e THP-1, come macrofagi di origine umana o le J774 quale linea macrofagica
murina. Negli esperimenti con J774 le cellule sono state testate con CR murini (53). Negli
esperimenti con cellule umane, data la difficolta di isolare CR sufficientemente puri da plasma
umano (26, 35), abbiamo utilizzato un modello di chylomicron-remnants like particles (CRLP)
(63) contenenti apolipoproteina E umana per il ricoscimento specifico recettoriale di tali particelle
(64). 1 risultati sull’