G It Diabetol Metab 2008;28:10-18

Rassegna

Le cellule progenitrici endoteliali
nel diabete e nelle sue complicanze

RIASSUNTO

La rigenerazione endoteliale € un fenomeno complesso che pre-
vede non solo la riparazione endogena attraverso migrazione e
proliferazione delle cellule endoteliali non lesionate adiacenti, ma
anche il ruolo di cellule a provenienza midollare. Questo subset
di cellule circolanti € in grado di differenziarsi in cellule endoteliali
mature e partecipare alla formazione di nuovi vasi (vasculogene-
si). Queste cellule vengono chiamate cellule progenitrici endote-
liali (EPC). Le EPC sono state identificate quali cellule progenitri-
ci di derivazione dal midollo osseo emopoietico dell’adulto in
grado di dare origine, in vitro e in vivo, a cellule endoteliali matu-
re e strutture vascolari tubulari. Nella malattia diabetica queste
cellule sono significativamente ridotte e questa loro riduzione &
implicata nell’accelerata aterogenesi tipica di questa malattia.

SUMMARY

The endothelial progenitor cells in diabetes mellitus and their role
in long-term complications

The endothelial regeneration is a complex process which is
determined not only by endogenous repair processes but also
by bone-marrow derived cells. This subset of cells is able to dif-
ferentiate into mature endothelial cells and patrticipate to the for-
mations of new blood vessels (vasculogenesis). These cells are
defined as endothelial progenitor cells (EPCs). EPCs are identi-
fied as hematopoietic bone-marrow derived cell capable to
generate mature endothelial cells and vascular structures both in
vitro and in vivo too. EPCs are significantly reduced in patients
with diabetes, and this phenomenon may be partly responsible
for the accelerated atherogenic process so frequently observed
in this disease.

Introduzione

Negli ultimi 30 anni sono state raccolte numerose evidenze cli-
niche e sperimentali che dimostrano come I'endotelio, lo stra-
to di cellule che funge da barriera tra il sangue e il vaso, sia un
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vero e proprio organo in grado di produrre numerose sostan-
ze cruciali per garantire 'omeostasi vascolare. Tutti i fattori di
rischio per malattie cardiovascolari determinano, prima di
indurre la lesione aterosclerotica vera e propria, una disfunzio-
ne endoteliale, termine questo adottato per indicare una ridot-
ta capacita da parte delle cellule endoteliali di produrre sostan-
ze vasodilatatrici. L'endotelio secerne una ragguardevole
quantita di mediatori che regolano I'aggregazione piastrinica,
la coagulazione, la fibrinolisi € il tono vascolare'. Le cellule
endoteliali secernono sostanze che possono indurre sia vaso-
costrizione come I'endotelina-1 e il trombossano A2, sia vaso-
dilatazione come il nitrossido (NO), la prostaciclina e il fattore
iperpolarizzante endoteliale (EDHF). L'NO & il piu potente vaso-
dilatatore a oggi noto e contribuisce alla vasodilatazione endo-
telio-dipendente nelle arterie di conduttanza; al contrario la
vasodilatazione mediata da EDHF predomina nelle piccole
arterie di resistenza. L-arginina, il precursore fisiologico di NO,
¢ trasportato all'interno delle cellule mediante trasporto facili-
tato utilizzando il trasportatore cationico y*. All'interno della
cellula endoteliale I'arginina € soggetta a una compartimenta-
lizzazione e solo una frazione di questo aminoacido si rende
disponibile alla produzione di NO, reazione questa catalizzata
da una famiglia di enzimi chiamate sintasi dell’ossido nitrico o
NOS. Le NOS sono rappresentate da tre isoforme identificate
come endoteliale NOS (eNOS o NOS3), neuronale NOS
(NNOS) e inducibile (INOS). L'attivita di NOS ¢ regolata dai livelli
di Ca** intracellulare e dalla sua fosforilazione®.

NO stimola la produzione di guanosin monofosfato ciclico
(cGMP) attivando la guanilato ciclasi solubile (sGC). cGMP
media la maggior parte degli effetti intracellulari di NO (Fig.
1). Lintegrita del segnale NO/cGMP é& cruciale in termini di
vasodilatazione e di inibizione dell’aggregazione piastrinica®.
L'invecchiamento e I'esposizione ai fattori di rischio induco-
no danno endoteliale e apoptosi. Quest’ultima € un evento
precoce sia dello stress infiammatorio sia della lesione di tipo

meccanico quale quella che si osserva dopo rivascolarizza-
zione. Il rilascio di TNFa € la conseguente produzione di spe-
cie reattive dell’ossigeno (ROS) hanno un ruolo chiave nell’in-
durre apoptosi a livello endoteliale attraverso I'attivazione di
caspasi-3. L'apoptosi stessa contribuisce in modo sostan-
ziale alla disfunzione endoteliale®. La perdita dell’integrita
endoteliale & uno stimolo potente per la trombosi e per la
proliferazione delle cellule muscolari lisce.

Per molti anni si & ritenuto che la rigenerazione endoteliale pro-
cedesse solamente grazie a meccanismi di riparazione endo-
gena attraverso proliferazione e migrazione delle cellule endo-
teliali non lesionate adiacenti. In 1997 Asahara et al. hanno
dimostrato che un subset di cellule circolanti € in grado di dif-
ferenziarsi in cellule endoteliali mature e partecipare alla forma-
zione di nuovi vasi (vasculogenesi)®. Queste cellule vengono
chiamate cellule progenitrici endoteliali (EPC). Le EPC sono
state identificate quali cellule progenitrici di derivazione dal
midollo osseo emopoietico dell’adulto, in grado di dare origi-
ne, in vitro e in vivo, a cellule endoteliali mature e strutture
vascolari tubulari (Fig. 2). Le EPC sono un sottogruppo di cel-
lule mononucleate del sangue periferico in grado di differen-
ziarsi in cellule endoteliali mature e rappresentano una frazio-
ne delle cellule mononucleate circolanti’. Esse sono inizial-
mente localizzate nel midollo osseo ed esprimono i marcatori
di superficie comuni ai precursori emopoietici (CD133 e CD34)
ed endoteliali, quale per esempio il recettore tipo 2 per il fatto-
re di crescita delle cellule endoteliali (VEGFR2 o KDR). Le EPC
che migrano nella circolazione periferica perdono progressiva-
mente CD133 e CD34 ¢ iniziano a esprimere CD31, VE-cade-
rina e VWF. E noto che le EPC mobilizzate si localizzano nei siti
di ischemia, dove contribuiscono alla neovasculogenesi incor-
porandosi in strutture vascolari e interagendo con le cellule
endoteliali residenti.

Si ritiene che le EPC vengano mobilizzate nel sangue periferico
in risposta a diversi stimoli quali I'ischemia tessutale, 'esercizio

Figura 1 Rappresentazione schematica
della via NO/cGMP/cGMP-dependent
protein kinase (cGK-1) implicata nel rila-
sciamento della cellula muscolare liscia.
In condizoni normali NO, sintetizzato da
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NOSS3, stimola la guanilato ciclasi solubi-
le (sGC), aumenta il cGMP e di conse-
guenza la cGMP-dependent protein
kinase | (cGK-1). Questa induce vasodi-
latazione. Questa via puo essere inibita
in parecchi siti. Angiotensina Il e i nitrati
esogeni aumentano la sintesi di radicali
liberi dell’ossigeno diminuendo I'azione
di cGK-1. Anche i perossinitriti inibisco-
no cGK-1. pVASP serve come un indice
attendibile della via NO/cGMP/cGK-1.
PDE1A1: fosfodiesterasi.
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fisico, citochine e fattori di crescita. Stimoli alla mobilizzazione
delle EPC dal midollo osseo comprendono I'ischemia tessuta-
le, fattori di crescita, chemochine (EPO, VEGF, FGF, SDF-1a) e
farmaci (statine, agonisti PPAR-y, estrogeni, ACE-inibitori)®. Una
volta nel circolo sanguigno, le EPC avrebbero il ruolo di rimpiaz-
zare I'endotelio danneggiato, contribuendo cosi al’omeostasi
endoteliale, e di partecipare alla genesi di nuovi vasi sanguigni
guidata dal gradiente di ossigeno e di mediatori pro-angioge-
netici (tra i quali lo stesso VEGF e il fattore di crescita delle cel-
lule stromali, SFD-1a) a livello dei tessuti ischemici. In tal modo
il rilascio delle EPC rappresenterebbe un meccanismo fisiologi-
co omeostatico di regolazione a feedback negativo della
vascolarizzazione dei tessuti e dell’integrita vascolare.
Numerosissimi dati in vitro e in vivo hanno confermato tale
modello. La somministrazione di EPC ¢ stata in grado di incre-
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Figura 2 Relazione esistente tra cellule mononuclea-
te circolanti e cellule progenitrici endoteliali qui chia-
mate cellule endoteliali formanti colonie e cellule pro-
genitrici ematopoietiche.

mentare I'angiogenesi e di migliorare la perfusione in diversi
modelli animali di ischemia miocardica e periferica®.

Studi clinici descrittivi hanno messo in luce che la riduzione del
pool di EPC circolanti si associa alla presenza dei classici fat-
tori di rischio cardiovascolare, quali eta avanzata, fumo di siga-
retta, ipertensione arteriosa, ipercolesterolemia e diabete mel-
lito. Nel sangue periferico le EPC sembrano svolgere un ruolo
importante nel’'omeostasi della parete vascolare, in quanto
costituiscono un pool di cellule capaci di riparare il danno
endoteliale. Le EPC potrebbero quindi servire come un reser-
voir cellulare in grado di rimpiazzare un endotelio disfunzionan-
te, con un ruolo protettivo anche nelle fasi piu precoci del pro-
cesso aterogenetico'® (Fig. 3). Una riduzione delle EPC circo-
lanti potrebbe contribuire a un’insufficiente rigenerazione
endoteliale, determinando di conseguenza disfunzione endo-

", Angiogenesi

Figura 3 Quadro d’insieme del rilascio
e dei principali meccanismi d’azione
delle cellule progenitrici endotelial.
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teliale. Queste ipotesi sono state confermate dall’osservazione
di una significativa correlazione tra il numero di EPC circolanti
e la funzione endoteliale, determinata con la reattivita flusso-
mediata dell’arteria brachiale. Molti modelli animali sperimen-
tali e qualche dato preliminare sul’'uomo confermano il ruolo
delle EPC in eventi quali la riendotelizzazione presso siti di
danno o denudamento vascolare e la neoangiogenesi in pre-
senza di ischemia tessutale'".

Le EPC rappresentano un fattore fortemente protettivo nei
confronti delle malattie cardiovascolari, agendo sia a uno
stadio precoce del processo aterogenetico, sia nello stadio
finale delle manifestazioni cliniche, quando il ridotto apporto
ematico a un organo o a un tessuto ha gia compromesso la
sua integrita funzionale e anatomica.

La correlazione negativa tra rischio cardiovascolare globale e
numero di EPC circolanti viene rafforzata dall’osservazione
che l'esposizione ad alcuni farmaci, in grado di modificare
favorevolmente il rischio cardiovascolare, determina una
modulazione positiva del numero e della funzione delle EPC.
Tali evidenze hanno stimolato I'ideazione di alcuni protocolli
di neovasculogenesi terapeutica mediante I'utilizzo di cellule
progenitrici, che hanno dato buoni risultati per quanto riguar-
da I'ischemia miocardica e degli arti inferiori.

EPC, iperglicemia, diabete
e insulino-resistenza

Per quanto riguarda il diabete, la gravita clinica della malattia
vascolare occlusiva nei soggetti diabetici & stata in parte attri-
buita a un alterato sviluppo dei vasi collaterali’2. E stato dimo-
strato che le EPC provenienti da pazienti diabetici mostrano
un’alterata proliferazione, adesione e incorporazione all’interno
delle strutture vascolari'®. Pertanto, una riduzione delle EPC
potrebbe rappresentare un meccanismo attraverso cui i sog-
getti affetti da diabete hanno una ridotta capacita di formare
vasi collaterali. | meccanismi implicati nelle alterazioni
quali/quantitative delle EPC nel diabete mellito non sono al
momento del tutto noti e i dati in letteratura sono esigui. Uno
studio recente non ha dimostrato aumento dell’apoptosi in
EPC di soggetti diabetici. Loomans et al. hanno anche citato
risultati preliminari di analisi con DNA microarray secondo i quali
le alterazioni di espressione genica delle EPC isolate da diabe-
tici tipo 1 ricordano quelle tipiche del diabete in generale, dell’i-
perglicemia e delle condizioni di elevato stress ossidativo'.

Uno studio anatomo-clinico si e focalizzato sulla ricerca delle
alterazioni metaboliche che modificano la funzione proangio-
genetica delle EPC nel diabete mellito, ma non & giunto a
conclusioni definitive: nessun effetto & stato osservato quan-
do le EPC erano trattate con alto glucosio, mentre un effet-
to paradosso di esaltata differenziazione si osservava quan-
do le EPC erano esposte a livelli soprafisiologici di insulina’.
Un lavoro piu recente ha dimostrato che la coltura in alto glu-
cosio per 7 giorni era in grado di ridurre il numero di EPC che
Si possono ottenere dal sangue di un donatore sano e tale
effetto veniva attribuito ad aumento dell’apoptosi e riduzione
della capacita proliferativa’®. Oltre a tali alterazioni quantitative,

sono state identificate anche alterazioni qualitative: ridotta atti-
vita migratoria, ridotta attivita del’enzima eNOS e minore pro-
duzione di MMP-9. Tali dati forniscono alcune possibili spiega-
zioni degli effetti negativi dell’iperglicemia sulle EPC.

Un gruppo di ricerca ha individuato nella via di trasduzione
del segnale che coinvolge PI3-K/Akt (PKB) un sistema alte-
rato nelle EPC che presentano ridotte proprieta pro-angioge-
netiche e un potenziale bersaglio terapeutico per migliorare
la funzione delle EPC'". Gli stessi autori hanno successiva-
mente mostrato che l'alto glucosio riduce il numero di EPC
che si possono ottenere in coltura da un donatore sano non
attraverso una eccessiva apoptosi, ma tramite I'attivazione
della MAP chinasi p38 e dei segnali a valle'®. Tale dato &
coerente con molte altre osservazioni sperimentali secondo
cui p38MAPK ¢ coinvolta nella patogenesi delle complican-
ze croniche del diabete mellito. Appaiono invece particolar-
mente discordanti i dati a proposito dell’apoptosi delle EPC
in coltura. Peraltro, & stato dimostrato che le EPC isolate da
donatori sani sono caratterizzate da un profilo di espressio-
ne genica tipico delle cellule staminali, con upregulation di
cosiddetti stemness genes quali superossido dismutasi,
catalasi e altri prodotti genici che conferiscono protezione nei
confronti dello stress ossidativo'® . Cio renderebbe le EPC
effettivamente piu resistenti all’apoptosi rispetto ad altre cel-
lule circolanti e alle cellule endoteliali mature. D’altra parte
non & noto se tale resistenza allo stress ossidativo, che
caratterizza le EPC isolate da individui sani, persista anche
nelle EPC isolate da individui affetti da diabete mellito o in
presenza di altri fattori di rischio per malattia cardiovascola-
re. | rapporti esistenti tra stress ossidativo ed EPC non sono
quindi a tutt’oggi del tutto chiariti: alcuni studi hanno dimo-
strato che le EPC presentano un profilo di enzimi antiossi-
danti particolarmente ricco rispetto ad altri fenotipi cellulari:
ciononostante la continua esposizione all’iperglicemia puod
portare a un depauperamento di questi enzimi con conse-
guente apoptosi cellulare e ridotta capacita sia angio- sia
vasculogenetica delle EPC. A tale proposito due recenti lavo-
ri hanno dimostrato che un attivatore naturale della transche-
tolasi, la benfotiamina, un potente antiossidante, € in grado
di ristabilire il numero e la funzione di EPC in corso di ische-
mia attraverso una modulazione della via PI3K/Akt?°.

Un altro gene probabilmente coinvolto nella biologia delle
EPC ¢ il regolatore del ciclo cellulare p21cip1: Bruhl et al.
hanno dimostrato che I'espressione di p21cip1 correla con i
livelli di EPC circolanti in animali singoli e doppi knock-out?!.
La riduzione e disfunzione delle EPC nei pazienti diabetici
sono state chiamate in causa per spiegare I'elevata inciden-
za e la gravita della patologia aterosclerotica associata al dia-
bete mellito. Un lavoro del nostro gruppo di ricerca ha raffor-
zato tale ipotesi, mostrando che pazienti diabetici affetti da
arteriopatia periferia presentano livelli di EPC circolanti signifi-
cativamente ridotti rispetto a diabetici senza complicanze
vascolari periferiche?®. Inoltre, I'entita di riduzione delle EPC
correla con la gravita della malattia aterosclerotica. Nostri dati
suggeriscono inoltre che le EPC siano anche funzionalmente
alterate in presenza di complicanze diabetiche macroangio-
patiche®. Questi risultati supportano la tesi che la riduzione
delle EPC sia coinvolta nella patogenesi o nella fisiopatologia
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delle complicanze vascolari del diabete mellito (Fig. 4).
Alterazioni delle EPC circolanti potrebbero anche rivestire un
ruolo patogenetico nelle complicanze microangiopatiche del
diabete. Alcuni studi hanno messo in luce disfunzione delle
EPC in individui affetti da insufficienza renale cronica, mentre
un unico studio ha dimostrato il miglioramento della funzione
nervosa periferica dopo trapianto di EPC nel ratto diabeti-
co®*?%, |l nostro gruppo di ricerca ha dimostrato che pazienti
diabetici tipo 2 affetti da retinopatia avanzata (non proliferan-
te severa o proliferante) hanno un’esaltata differenziazione
endoteliale delle cellule progenitrici circolanti, fatto che
potrebbe correlarsi all’eccesso di angiogenesi retinica.
Risulta evidente che i dati sulle alterazioni molecolari che
coinvolgono le EPC sono stati ricavate da modelli in vitro,
mentre non & ancora stato eseguito uno studio estensivo
dell’espressione genica delle EPC, in vivo, nell’organismo
diabetico. Inoltre, dati completi sulla regolazione genica delle
EPC esposte a condizioni di coltura in grado di riprodurre
sperimentalmente le alterazioni metaboliche tipiche del dia-
bete mellito non sono ancora disponibili. Lidentificazione di
specifici geni la cui espressione risulta alterata nelle EPC dia-
betiche rappresenterebbe un valido contributo alla compren-
sione dei meccanismi fisiopatologici che alterano le proprie-
ta angiogenetiche delle EPC nel diabete mellito e potrebbe
individuare eventuali bersagli terapeutici.
Linsulino-resistenza influisce negativamente sull’equilibrio
danno/riparazione. Cid potrebbe essere secondario anche
agli effetti negativi di questa condizione sulla biologia
del’EPC o attraverso una loro ridotta dismissione midollare
0 a una loro aumentata apoptosi o a un ridotto attecchimen-
to a livello del vaso da riparare o a una ridotta efficacia di
chemochine a potenziale vasculogenetico.

Nel paziente insulino-resistente si € osservato un numero ridot-
to di EPC in pazienti diabetici, con sindrome metabolica o insu-
lino-resistenti’. Il decremento dei livelli di EPC correla con il
numero di componenti della sindrome stessa. Le EPC circolan-
ti sono correlate al’indice HOMA, un parametro surrogato di
insulino-resistenza. In un modello animale di ischemia-riperfu-
sione, le EPC mostrano una curva di mobilizzazione entro 7
giorni mentre nei ratti diabetici vi € una totale incapacita da parte
del midollo di mobilizzare queste cellule®®. Come conseguenza,
gli animali diabetici mancano di un aumento compensatorio
della densita capillare. Il difettoso rilascio di EPC da parte del

midollo & associato a ridotti livelli di stromal derived factor (SDF)-
1a. e di VEGF e allincapacita di aumentare i livelli di HIF-1a..
Molti fattori endogeni sono implicati nella liberazione midollare di
EPC: oltre a SDF-1a e VEGF anche le metalloproteinasi di matri-
ce (MMP)-9 hanno un’importanza cruciale®. E stato dimostrato
come NO agisce come un fattore di crescita per cellule stami-
nali in vitro e regola I'angiogenesi in risposta all'ischemia; NO
aumenta lattivita di MMP-9 e ha un ruolo cruciale nella dismis-
sione di EPC in risposta all’esercizio e a VEGF. Anche se non vi
€ una chiara dimostrazione, € possibile che I'insulino-resistenza,
attraverso una minore disponibilita di NO, sia responsabile di
una ridotta capacita midollare di rilasciare EPC in circolo e di
ridurre quindi il potenziale rigenerativo vascolare®.

Dopo mobilizzazione, per partecipare alla riparazione vasco-
lare, le EPC devono raggiungere la sede della lesione, anco-
rarvisi, integrarsi con il letto endoteliale preesistente, prolife-
rare e differenziarsi. Le EPC di animali e soggetti diabetici
mostrano anche una ridotta capacita funzionale e una ridot-
ta capacita di formare neovasi. Pertanto si puo concludere
che nell’insulino-resistenza esiste una ridotta dismissione di
EPC in circolo e una loro diminuita capacita funzionale: cio
potrebbe spiegare almeno in parte la ridotta capacita rigene-
rativa dei vasi e I'aumentata propensione in questi pazienti
alla lesione aterosclerotica.

Si ritiene che I'esaurimento o il depauperamento delle EPC
sia un meccanismo mediante il quale tali fattori di rischio
sono alla base dell’elevata incidenza di danno vascolare e
malattia aterosclerotica.

Le EPC del diabetico presentano inoltre una ridotta funzione in
termini di adesione, proliferazione, capacita nel formare struttu-
re tubulari. Le cause di un ridotto numero di EPC potrebbero
essere una ridotta mobilizzazione midollare, una ridotta prolife-
razione e una ridotta sopravvivenza's. Come precedentemente
ricordato le EPC vengono liberate da parte del midollo osseo
sotto I'influenza di alcuni stimoli quali VEGF e HIF. E stato dimo-
strato che I'espressione di fattori angiogenetici € ridotta soprat-
tutto a livello cardiaco in risposta a sindrome coronarica acuta.
Questa ridotta stimolazione midollare potrebbe essere la causa
del deficit di vasi collaterali nella malattia diabetica (Fig. 4).
Come precedentemente ricordato, un ruolo importante nel rila-
scio di EPC da parte del midollo & legato alla via di traduzione
del segnale che coinvolge PIBK/Akt e NO. Dal momento che il
diabete € caratterizzato da un’alterazione di questa via e da
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Figura 4 Effetti dell’iperglicemia sulle fun-

zioni delle EPC e sulle citochine deputate al
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loro rilascio/stimolo. VEGF: vascular endo-
thelial growth factor; HIF: hypoxia inducible
factor; SDF: stromal derived factor.



Le cellule progenitrici endoteliali nel diabete e nelle sue complicanze 15

una ridotta biodisponibilita di NO, uno degli effetti positivi lega-
ti al’infusione di insulina potrebbe essere legato allo “sblocco”
di questo segnale emodinamico.

E noto che, in vivo, l'perglicemia induce stress ossidativo e
produzione di ROS. Krankel et al. hanno recentemente dimo-
strato che l'iperglicemia inibisce la proliferazione, la funzione
delle EPC in coltura con una concomitante riduzione della sin-
tesi di NO e di MMP-9 necessaria alla dismissione in circolo di
queste cellule da parte del midollo®'. Un altro possibile link tra
diabete e alterazioni quantitative e qualitative delle EPC potreb-
be essere legato alla presenza di insulino-resistenza. In uno
studio in vitro la presenza di elevati livelli di insulina riduce la
comparsa di cellule endoteliali da cellule CD34+ . Inoltre abbia-
mo osservato che i pazienti con sindrome metabolica presen-
tano ridotti livelli di CD34*KDR* EPC rispetto ai pazienti senza
sindrome?’. Vi & inoltre un progressivo calo delle EPC CD34+
al’aumentare del numero di componenti della sindrome stes-
sa. E stato recentemente osservato, in un modello animale,
che un’alterazione del segnale PISK/Ak/NO sembra giocare
un ruolo negativo anche nella mobilizzazione di EPC che fisio-
logicamente si ha in corso di ulcera ischemica diabetica®. La
ossigenoterapia iperbarica e la somministrazione di SDF-1a
sono state in grado di ristabilire una guarigione dell’ulcera attra-
verso un aumentato rilascio di EPC da parte del midollo. Questi
dati, ancorché sperimentali, lasciano intravedere delle promet-
tenti nuove terapie per la cura dell’ulcera diabetica.

EPC e vasculopatia diabetica

Una delle peculiarita della malattia vascolare nel diabetico &
quella di una ridotta propensione alla formazione di circoli col-
laterali che sono insufficienti a sopperire all'ischemia che spes-
S0 si instaura in questi pazienti. E stato dimostrato, in modeli
animali, che una difettosa collateralizzazione € secondaria a
una riduzione delle EPC®, D’altra parte la somministrazione di
EPC era in grado di ripristinare questo deficit. Come preceden-
temente descritto € stato recentemente dimostrato che i livelli
di EPC sono cruciali per la propensione alla guarigione delle
ulcere diabetiche®. Per trasferire la pratica sperimentale alla
pratica clinica, il nostro gruppo ha determinato i livelli di EPC in
pazienti con e senza vasculopatia periferica: i nostri dati hanno
non solo confermato una significativa riduzione delle EPC nei
pazienti diabetici rispetto ai soggetti normali, ma anche un’ulte-
riore, significativa riduzione in coloro che presentavano ulcere
agli arti inferiori. Assolutamente interessante poi & stata I'osser-
vazione di una correlazione tra livelli di EPC e rapporto presso-
rio caviglia/braccio. Successivamente abbiamo dimostrato una
correlazione tra livelli di EPC e aterosclerosi carotidea e presen-
za di arteriopatia obliterante agli arti inferiori: una piu grave ate-
rosclerosi carotidea si associava a una pitu marcata riduzione
dei livelli di EPC e con un piu alto grado di ostruzione alle arte-
rie periferiche®. Questi dati suggeriscono che la misurazione
dei livelli di EPC pud dare sicuramente delle stime aggiuntive
sull’estensione del danno vascolare non solo nel paziente dia-
betico ma anche nel paziente non diabetico. A tal proposito &
stato dimostrato come i livelli di EPC predicano la mortalita a

breve termine nel postinfarto nella popolazione generale®. Sul
piano terapeutico la somministrazione di EPC appare come il
logico approccio. Huang et al. hanno trapiantato cellule midol-
lari arricchite da EPC in arti sede di ischemia critica di diabeti-
ci®, Rispetto alla terapia tradizionale il trattamento con EPC
migliorava gli score arteriografici e I'indice caviglia/braccio e
riduceva sia la dimensione delle ulcere sia la necessita di
amputazione. Alla luce del consistente numero di soggetti dia-
betici privi di un’opzione terapeutica chirurgica o endoluminale
di rivascolarizzazione, la terapia con EPC sembra avere buone
possibilita future come approccio terapeutico.

EPC e cardiomiopatia diabetica

Il diabete predispone allo sviluppo di una specifica cardiomio-
patia e all'insufficienza cardiaca. La depressione della funzio-
ne contrattile inizia a stadi molto precoci del coinvolgimento
cardiaco e, molto spesso, questa si puo rilevare gia durante
I'esecuzione di un’attivita fisica moderata. La causa piu accre-
ditata & un difettoso reclutamento contrattile secondario pro-
babilmente a una ridotta perfusione microcircolatoria®’ 8. Le
alterazioni microcircolatorie sono indubbiamente presenti gia
in fasi precoci della malattia e comprendono tra le altre la pre-
senza di aree di fibrosi, microaneurismi, deposito di collagene
e di prodotti avanzati di glicazione. Nella cardiomiopatia diabe-
tica e stato inoltre dimostrato un precoce e progressivo decli-
no nell’espressione di VEGF che riduce la densita dei capillari,
si associa a un’aumentata fibrosi e altera la contrattilita mio-
cardica®. Ratti con cardiomiopatia diabetica presentano ridot-
ti livelli di EPC mentre il successivo ripristino di una normale
espressione di VEGF riporta i livelli di EPC nella norma con
conseguente ripristino della densita capillare. Questi dati sug-
geriscono che la cardiomiopatia diabetica pud essere consi-
derata una complicanza microvascolare della malattia diabeti-
ca la cui patogenesi &€ determinata da una riduzione del nume-
ro di EPC. Un altro elemento importante nello sviluppo della
cardiomiopatia & I'eccessiva produzione di radicali liberi: que-
sta condizione porta a una rapida senescenza dei progenitori
cardiomiocitari®®. La precoce senescenza delle cellule stami-
nali cardiache (CSC) e il deficit contrattile del cuore diabetico
possono essere prevenute eliminando I'espressione genica di
una proteina correlata allo stress, la p66Shc, che e stato
dimostrato essere potentemente iperespressa nei pazienti dia-
betici di tipo 241. p66shc avrebbe pertanto un ruolo importan-
te non solo nellindurre stress ossidativo, ma anche nel deter-
minare un depauperamento di EPC con conseguente ipoper-
fusione a livello del microcircolo coronarico.

EPC e nefropatia diabetica

Il diabete & la principale causa di dialisi nei Paesi occidentali. La
nefropatia diabetica si associa a un elevatissimo rischio per
patologia cardiovascolare: non sorprende pertanto che i livelli di
EPC in questi pazienti siano qualitativamente e quantitativamen-
te alterati. | meccanismi del perché vi siano queste alterazioni €



16 A. Avogaro et al.

in larga parte sconosciuto, ma sicuramente un ruolo eziologico
lo svolgono le tossine uremiche, dal momento che sia la dialisi
sia il trapianto di rene sono in grado di ristabilire il pool endoge-
no di EPC. Nessuno studio che abbia dimostrato una relazione
tra riduzione di EPC e nefropatia diabetica per sé € attualmente
disponibile. La disfunzione endoteliale e del microcircolo sono
un evento patogenetico precoce in corso di nefropatia diabeti-
ca e potrebbero essere parzialmente dipendenti da un difetto di
EPC. Alcuni autori hanno suggerito che le EPC sono pluripoten-
ti e ritengono la capacita di trans-differenziarsi in vari fenotipi; a
tal proposito & stato dimostrato come cellule di derivazione
midollare che condividono alcuni marcatori con le EPC siano in
grado di prendere parte alla rigenerazione renale®**2. Il nostro
gruppo ha dimostrato che i reni possono dare origine a EPC in
alcune specifiche condizioni*®. Nel loro complesso questi dati
suggeriscono che la riduzione delle EPC pud essere uno dei
meccanismi di alterata riparazione glomerulare e di progressio-
ne della malattia renale nel diabete. A tal proposito Bussolati e
Camussi hanno recentemente ipotizzato come, in corso di
insufficienza renale acuta, la trans-differenziazione o fusione di
cellule staminali pud modificare il microambiente inducendo de-
differenziazione e proliferazione delle cellule tubulari sopravissu-
te 0 permettendo I'espansione di foci di cellule staminali resi-
denti**. Parallelamente al decremento di precursori endoteliali, il
diabete induce un aumento di progenitori di miofiobroblasti i quali,
grazie alla secrezione di matrice extracellulare, possono contri-
buire alla progressiva glomerulosclerosi tipica della nefropatia
diabetica in fase avanzata®.

Le relazioni esistenti tra funzione renale ed EPC sono ulterior-
mente complesse dal momento che I'eritropoietina prodotta dal
rene € uno dei piu importanti regolatori della mobilizzazione e
differenziazione delle EPC. E stato dimostrato che la regolazio-
ne tra ipossia ed eritropoietina dipendente dal sistema del HIF-
1a & alterata nel paziente diabetico. La presenza sia di microan-
giopatia sia di una progressiva fibrosi tubulo-interstiziale altera
I'azione biologica dell’eritropoietina, mentre la produzione di
specie reattive dell’ossigeno e l'iperglicemia stabilizzano I'HIF-
1a, riducendo la risposta biologica all’eritropoietina stessa.
Inoltre, il nostro gruppo ha dimostrato che la mobilizzazione di
EPC nel diabete & alterata per la presenza di una sottoregola-
zione di HIF-1a.. Un’altra connessione tra nefropatia diabetica e
livelli di EPC & rappresentata dalla dimetilarginina asimmetrica
(ADMA), un inibitore endogeno del’lNO che si accumula nei
pazienti con nefropatia cronica®®. Dal momento che NO gioca
un ruolo importante nel rilascio di EPC, si pud ipotizzare che
ADMA, attraverso l'inibizione di NOS e la conseguente riduzio-
ne del’attivita biologica di NO, sia in grado di ridurre i livelli di
EPC circolanti. Per questi motivi la nefropatia diabetica & con-
traddistinta da una ulteriore, profonda riduzione di EPC con un
ulteriore aumento del rischio per malattia cardiovascolare.

EPC e retinopatia diabetica

Liperglicemia & estremamente dannosa per il microcircolo
retinico: essa infatti induce un’aumentata permeabilita capilla-
re, fuoriuscita di proteine dai vasi verso il tessuto extravasco-

lare e una progressiva riduzione del flusso ematico della reti-
na. La conseguente ischemia retinica e il parallelo rilascio di
fattori angiogenetici stimola la proliferazione di neovasi e sfo-
cia nella classica retinopatia proliferante. Recentemente si &
cercato di chiarire i rapporti esistenti tra iperglicemia, ipossia
retinica e neovascolarizzazione. In animali cellule di provenien-
za midollare sono mobilizzate e reclutate nelle sedi di neova-
scolarizzazione in risposta a VEGF e SDF-1a*". Pertanto nella
eziopatogenesi della retinopatia diabetica non sembrano
essere coinvolte solamente le cellule endoteliali presenti nei
vasi retinici ma anche le EPC. Cio appare in contrasto con i
processi paradossalmente antitetici di danno vascolare che
spesso si osservano nello stesso paziente e cioe la presenza
di retinopatia diabetica e di retinopatia proliferante: la prima
caratterizzata da una riduzione e la seconda da un aumento
di EPC. Un paziente diabetico pud quindi presentare un qua-
dro vascolare caratterizzato da una eccessiva angiogenesi e
da una ridotta angiogenesi. Per chiarire questo punto estre-
mamente importante chiamato anche il “paradosso angioge-
netico del diabete” abbiamo determinato in vivo nel pazien-
te diabetico i livelli di CD34*KDR*®. Mentre le cellule
CD34+KDR* e la differenziazione in senso endoteliale erano
significativamente ridotte nei pazienti con arteriopatia oblite-
rante, le cellule genericamente CD34* erano ridotte nei
pazienti con retinopatia diabetica; questo gruppo invece evi-
denziava una maggiore clonicita e una maggiore differenzia-
zione in senso endoteliale. Asnaghi et al. hanno dimostrato
che EPC in coltura ottenute da pazienti diabetici di tipo 1 e
retinopatia proliferante presentavano un maggiore potenziale
clonogenico®®. Nel complesso questi dati supportano I'ipote-
si che le EPC possano svolgere un ruolo nell’eziopatogenesi
della retinopatia diabetica proliferante.

A tale proposito la perdita di periciti nella retinopatia diabetica &
un evento precoce che puo indurre attivazione endoteliale e
proliferazione vascolare retinica: precursori perivascolari CD34+*
sono stati infatti evidenziati nel sangue periferico. In base a tale
ipotesi la deplezione di progenitori CD34* pud portare a perdi-
ta di periciti, mentre un’aumentata differenziazione endoteliale
pud indurre un’angiogenesi retinica anormale®®. Pertanto, una
differente regolazione delle EPC, forse in associazione a un
diverso gradiente della tensione di ossigeno e al’accumulo dei
fattori di crescita, pud chiarire come mai I'ischemia periferica
non ¢ in grado di stimolare I'angiogenesi periferica quanto inve-
ce ¢ in grado di fare I'ischemia retinica. Il fatto che le EPC pos-
sano essere implicate nella proliferazione vascolare a livello reti-
nico deve indurci a una certa prudenza quando tentiamo di
espandere il pool delle EPC stesse per migliorare il profilo car-
diovascolare del paziente. Per esempio, I'uso della stessa eri-
tropoietina, un fattore angiogenetico, pud teoricamente peg-
giorare una retinopatia proliferante.

Conclusioni

A conferma dell'ipotetico ruolo dei bassi livelli di EPC nelle
malattie cardiovascolari, due recenti studi di follow-up in
pazienti coronaropatici € non hanno messo in luce che la ridu-
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zione delle EPC nel sangue periferico rappresenta un fattore
predittivo indipendente di eventi cardiovascolari awversi®.
Inoltre, uno studio osservazionale ha dimostrato che la ridotta
capacita di mobilizzare le EPC dopo infarto miocardico acuto
si associa, in maniera indipendente dagli altri parametri clinici,
allo sviluppo di disfunzione ventricolare post-infartuale®. | dati
incoraggianti di questi studi preliminari osservazionali hanno
stimolato I'inizio di trial clinici terapeutici di rivascolarizzazione
mediante angiogenesi terapeutica con trapianto di EPC per
l'infarto miocardico acuto e la cardiopatia ischemica cronica.
Alla luce di queste premesse si puo0 ritenere che I'esposizione
a fattori di rischio porta a una riduzione dei meccanismi endo-
geni di riparazione: cio influisce negativamente sul rapporto
vascolare insulto-protezione con conseguente accelerazione
del processo aterosclerotico (Fig. 5).
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