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Le attuali conoscenze circa le interazioni fra
OTI e funzioni endoteliali permettono di distin-
guere tre aspetti diversi e intricati fra loro:

1) Funzione endocrina

2) Risposta anticoagulante dell'endotelio

3} Adesivita endoteliale

Funzione endoteliale endocrina

La funzione protettiva dell'endotelio si com-
pie, tra l'altro, con la sintesi in modo paracrino di
sostanze quali Endoteline (ET), Prostaciclina
(PGL,) e ossido nitrico (NO). Mentre per queste
sostanze € documentato un qualche legame con
la OTI, per quanto ancora da confermare per le
ET, la letteratura non offre dati circa il rapporto
OTI e Endothelium-derived hyperpolarizing fac-
tor (EDRF), un presumibile metabolita labile del-
I'acido arachidonico formatosi dal P-450 (1).

L'endotelio pertanto produce almeno quattro
sostanze di cui tre in grado di produrre rilassa-
mento della muscolatura liscia perivascolare
(PGI,, NO e EDHF) e una (ET) in grado di pro-
vocare contrazione di tale muscolatura,

I dati di Rocco (2), per quanto non conferma-
ti da Scardia, (3), (4) inducono a ritenere che l'e-
sposizione all'iperossia iperbarica possa incre-
mentare la sintesi delle ET almeno in volontari
sani.. Le ET ( ET-1, ET 2, ET-3) sono peptidi va-
socostrittori consistenti in residui di 21 aminoa-
cidi con due ponti sulfidrilici. Le ET sono pro-
dotte da van tessuti, le cellule endoteliali produ-
cono solo la ET-1 attraverso una via costitutiva
tramite naturalmente un meccanismo trascrizio-
nale. Le ET sono prodotte in pre-pro-forma,
quindi per intervento proteolitico prima, e poi per
intervento di una metallo-endopeptidasi, en-
dothelin-converting enzyme (ECE), si crea la for-
ma attiva. Gli stimoli attualmente noti per la pro-
duzione di ET sono l'adrenalina, le endotossine
batteriche, trombina angiotensina II, TGF-8 (Tra-

sforming Growth Factor), che agiscono con I'in-
termediazione di attivatori proteici quali AP-1,
con I'intervento di proto-oncogeni C-Jun e C-Fos
in un tipico TATAA box nell'up-stream genico.
Da sottolineare fra i fattori modulanti la sintesi di
ET-1, lo stress meccanico, Stimoli hevi di trazio-
ne ¢ torsione, 5 dyne/cm?2, sono in grado di favo-
rire I'espressione genica di ET- 1, mentre stimoli
pil intensi di 20 dyne/cm2, riducono la produzio-
ne di ET- 1.

Sono stati identificati due recettori ET, e ETy
specifici per le ET. II primo specifico per le ET-
1 e ET-2, con bassa affinita per ET-3, & distribui-
to in molti tessuti fra cui le cellule muscolari li-
scie perivascolari. ETg lega ugualmente le tre
ET, & presente nelle cellule endoteliali, e in altri
tessuti. Si ritiene che ET, nelle cellule muscola-
1 perivascolari sia mediatore degli effetti vaso-
costrittori paracrini di ET-1, mentre ETy nelle
cellule endoteliali sia mediatore degli effetti au-
tocrini di ET-1 con rilasciamento di NO e PGI2 .

A concentrazioni nanomolari ET attivano la
fosfolipasi C, inducendo la formazione di inosi-
tolo trifosfato con conseguente temporaneo in-
cremento della concentrazione di CaZ+ nel cito-
sol. A ci0 segue un duratura contrazione delle
cellule muscolari perivascolari. Visto il significa-
to complessivamente modulante dell'azione di
ET sull'endotelio ¢ indubbiamente difficile indi-
viduare in questa solo peptide l'agente primario
della vasocostrizione iperossica.

Nell'ambito della funzione endocrina dell'en-
dotelio, fra le sostanze non peptidiche ad azione
vasorilassante sono da includere NO e PGI,.

NO ¢é un radicale libero (NO) allo stato gas-
soso, generato da ossido nitrico sintetasi (NOS)
attraverso la ossigenazione di uno degli atomi di
azoto del residuo guanidinico della L-arginina.
La emivita di NO & di pochi secondi. E’ inattiva-
to da O, molecolare, emoglobina (5). E' poten-
ziato da enzimi ad azione "scavenger” in partico-
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lare superossido-dismutasi. Sono state identifica-
te tre forme di NOS: cerebrale, endoteliale e in-
ducibile (iNOS).Per le loro caratteristiche le pri-
me due sono considerate costitutive (cNOS).

La struttura primaria di iNOS e ¢NOS si asso-
miglia solo nella sequenza ad azione reduttasica
simile a quella del Cit. P-450 reduttasi. In parti-
colare ¢cNOS presenta le seguenti caratteristiche:
a) il gruppo N-terminale interagisce con l'acido
miristico (miristoilazione) e tramite questo si sal-
da alla parete cellulare, b) NADPH dipendente,
¢) E' inibita da analoghi della L-arginina, d) Ca?+/
calmodulina dipendente, €) Rilascia NO nella
quantita di picomoli, f) Ha azione di breve dura-
ta, g) Resistente all'azione dei glucocorticoidi.

La iNOS presenta solo le caratteristiche di cui
alle lettere b,c, per cui si ritiene che l'azione di
¢NOS si svolga vicino alla membrana citopla-
smatica, visto il processo di miristoilazione, € che
INOS sia citosolica.Caratteristiche peculiari di
iNOS sono: rilascia NO nella quantita di nano-
moli, € quindi & 1000 volte pilt attiva di cNOS, ¢
inibita dai glucocrticoidi, ha azione di lunga du-
rata, inoltre mentre cNOS ¢ stimolata da molte
sostanze Ach, bradichinina, 5-idrossitriptamina,
trombina, etc, iNOS & stimolata essenzialmente
da LPS e y-IFN.Infatti mentre per cNOS lo sti-
molo ipotensivo (ad es. Ach ) provoca ingresso
di Ca2+ che aderisce alla calmodulina attivando in
tal modo sia l'enzima ma anche una protein-chi-
nasi Ca/calmodulina dipendente che fosforila la
c¢NOS inattivandola, e pertanto si ottengono so-
lo” pouf'di NO, la iNOS non & Ca/calmodulina
sensibile e viene lentamente fosforilata da pro-
teasi cellulari aspecifiche. II meccanismo d'azio-
ne di NO si ritiene consista, sommariamente, nel-
l'attivazione della guanilato ciclasi solubile, a cui
¢ associato un incremento nella cellula muscola-
re liscia di GMP che a sua volta induce una se-
quenza di fosforilazioni proteiche associate a ri-
lassamento delle cellule muscolari perivascolari.
Compiuto, fra i tanti, questo compito di messag-
gero intercellulare, NO viene inattivato in vari
modi:

NO+02~ — ONOO — NO3~
NO-Hb(Fe2+) + O2—Hb(Fe3)+ONOO—NO3"
NO+Hb(Fe2+) O2—Hb(Fe3+)+ONOO™—-NQO3"

naturalmente vi sono altre vie di inattivazione, -

tuttavia quelle sopra riportate sembrano essere
quantitativamente le piul rappresentative e tutte
portano al nitrato (NO3"). II rapporto fra nitratt e
NO & valutato nel paziente settico (6), € normal-
mente si verifica un incremento di nitrato pla-
smatico nel paziente rispetto a valori di rifen-
mento in soggetti sani.

Nella letteratura medica NO & messo in rela-
zione alla OTI come eventuale sostanza favoren-
te la tossicita cerebrale dell'ossigeno (7), si sotto-
linea 'azione anti NO della OT1 sul rilasciamen-
to muscolare perivascolare (8) oppure viene do-
sato nell'espirato di ratti sottoposti ad iperossia
iperbarica come indice di stress iperossico ( in tal
caso NO & di derivazione macrofagica) (9).

Abbiamo dosato 1 nitrati in 20 volontari sani,
consenzienti, informati e esperti dell'ambiente
iperbarico, tenuti a rigoroso digiuno nelle 12 ore
precedenti. I volontari sono stati esposti a 2.8
ATA per 60', Fi 02 =100%. Sono stati fatti pre-
lievi di sangue per il dosaggio dei nitrati prima
della compressione (T0), 30'e 60° dopo l'inizio
della compressione (T1) e (T2) e 30" dopo la fine
della compressione ( T3).

I nitrati sono stati dosati con spettrofotometria
mediante reattivo di Griess con banda massima
di assorbimento a A,,= 540 nm.

Dal valore basale TO di 29 pmoles/m), il va-
lore dei nitrati & sceso a 19 umoles/ml a T2 con
p<0.05, per risalire poi verso il valore basale a
T3.

Noi riteniamo che questa riduzione dei nitrati
plasmatici determinata a T2 sia da ricercare nel-
la inibizione della sintesi di NO. I possibili mec-
canismi di inibizione, per il memento assoluta-
mente ipotetici, possono riguardare: -

1) Ossidazione dei gruppi sulfidrilici della ci-
steina nella struttura primaria proteica dell'enzi-
ma.

2) Incremento della secrezione dei glucocor-
ticoidi come conseguenza dell'increzione di
ACTH durante trattamento OTI, e blocco seletti-
vo di iNOS.

3) Inibizione della sintesi di RNAm sia per
cNOS che iNOS

4) Ossidazione dei doppi legami dell'acido mi-
ristico e incapacitd della ¢NOS di aderire alla
membrana periplasmatica e quindi sua inibizione.

Con questo dato, per adesso ottenuto solo in
persone sane, & possibile aggiungere un elemen-
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to conoscitivo in pill sul fenomeno della vasoco-
strizione iperossica, oltreché avere a disposizio-
ne un farmaco in grado di controllare, se il dato
verra confermato nei pazienti settici, la sintesi di
NO. In una nostra sperimentazione tuttora in cor-
so, in tre pazienti settici per infezioni gravi dei
tessuti molli ¢ in trattamento OTI, abbiamo potu-
to dimostrare che al termine del periodo iperossi-
co 1 livelli di nitrati si riducevano sensibilmente
nei due pazienti guariti, mentre il terzo paziente,
deceduto per fascite necrotizzante, non solo pre-
sentava livelli molto elevati di nitrati ma questi
erano del tutto insensibili al trattamento ossiiper-
barico.

Funzione endoteliale anticoagulante

Tutti i sistemi anticoagulanti endogeni sono
resi attivi nell'endotelio. La PGI2, il recettore
eparinoide AT-111 e il sistema recettoriale Trom-
bomodulina.

Per quanto i dati riguardanti trombogenesi,
trombolisi, emostasi € OTI non siano molto con-
sistenti, & stata dimostrata in iperossia iperbarica
unt aumento dell'attivita fibrinolitica (10), ma an-
che un incremento dei livelli di fibrinogeno (11),
le interazioni fra NO, ET e PGI2, meritano tutta-
via un approfondimento.

PGI2 ha azione vasodilatante, inibisce la
espressione dei recettori piastrinici e la prolifera-
zione delle cellule muscolari liscie perivascola-
ri.Queste ultime due azioni sono sostenute siner-
gicamente con NO, ma non la vasodilatazione,
PGI2 pud essere considerata filogeneticamente
come modulatore pit giovane di NO nel control-
lo del tono vascolare (12). Nella cellula endote-
liale l'interazione tra ET e ETy produce stimola-
zione della cicloossigenasi e sintesi di PGI2 dal-
I'acido arachidonico. PGI2, fra l'altro, induce la
sintesi di AMPc con inibizione di una protein-
chinasi indispensabile per la espressione genica
di ET-1 attivata da Trombina e Ang II con ade-
sione all'apposito recettore endoteliale (13).

E' stato documentato un incremento dei livel-
li di PGI2 sia nel circolo polmonare (14) che al
di fuori del circolo polmonare a diverse esposi-
zioni all'ossigeno iperbarico (15).

Oltre al ruolo endocrino e strettamente
congiunto con questo, & compito fondamentale
dell'endotelio controllare 'adesione e l'aggrega-
bilita piastrinica, dei macrofagi e dei polimorfo-

nucleati.

Funzione dell'adesivita endoteliale

Vi sono almeno tre classi di recettort che pro-
muovono l'aderenza di varie cellule circolanti al-
I'endotelio: le Integrine, le Glicoproteine Ig-like,
e le Selectine.

Le Integrine costituiscono una famiglia di 14
eterodimeri appaiati in subunita o ¢ B. La sotto-
famiglia delle B,-integrine ¢ composta da tre
complessi di adesione chiamati comunemente:
CDIla/CD18, CDIL/CD18, CD11c/CD18, altra
nomenclatura prevede dal primo al terzo com-
plesso: LFA-1, MAC-1 e GP150,95 rispettiva-
mente. La catena  (CD/18) ¢ comune ai tre
gruppi, mentre varia la catena o. CD 11 &/CD 18
& tipicamente espresso sui linfociti ed ¢ coinvol-
to nella adesivitd dei linfocitiT.CDIIb/CD18 &
espresso sui neutrofili e quindi & recettore prima-
rio della loro adesivita, e con le attuali conoscen-
ze & considerato il recettore pill importante. CDI-
Ic/CD18 & il recettore meno noto ma comungque
implicato nella adesivita leucocitaria di monociti
e neutrofili. Le P,-integrine sono normalmente
espresse nei leucociti, pertanto la loro comparsa
sulla superficie cellulare potrebbe dipendere dal
processo di attivazione della cellula sostenuto da
chemotaxine, esteri del forbolo, frazione del
complemento CSa. In particolare potrebbe esiste-
re un meccanismo di rilasciamento di, B,-integri-
ne da granuli perossidasi negativi intracellulari
verso la superficie cellulare (16). E' opportuno
segnalare anche l'esistenza di B,-integrine, com-
poste da una catena 3 e da una subunita definita
o4 che assieme assemblano la VLA-4, proteina
di aggregazione ( Very Late Activated), tipica-
mente espressa sui linfociti nei processi infiam-
matori cronici. Non sono noti al momento effetti
dell'ossigeno iperbarico su VLA-4.

Le Glicoproteine Ig-like sono catene di 90-
100 aminoacidi stabilizzate da legami sulfidrili-
ci.Sono espresse solo dalle cellule endoteliali e
sono note come Intercellular Adhesion Molecu-
les | e 2, ICAM-1 e ICAM-2, quest'ultima & so-
lo un frammento di ICAM-1, e Vascular Cell
Adhesion Molecule 1, VCAM-1. La espressione
sulla superficie endoteliale di queste proteine €
incrementata da TNE, LPS, IL-1, e y-INFE. Vi so-

~ no dati (17) che documentano come ICAM le2

siano i ligandi naturali delle P,-integrine.
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Le selectine sono cosi chiamate perché con-
tengono un gruppo con N-terminale simile a
quello delle lectine. Si conoscono tre tipi di se-
lectine: Leukocyte Adhesion Molecule, LAM-1,
che si trova sulla superficie cellulare di neutrofi-
li, monociti e linfociti, Endothelial Leukocyte
Adhesion Molecule, ELLAM-1, & sintetizzata dal-
le cellule endoteliali in risposta alle citochine in-
fiammmatorie TNF e IL-1. Infine "granule mem-
brane protein 140" (GMP 140) sono granuli pro-
teici contenuti nelle piastrine e nelle cellule en-
doteliali, a seguito dello stimolo infiammatorio,
soprattutto da parte della Trombina, i granuli si
fondono con la membrana citoplasmatica
e GMP-140 si distribuisce sulla superficie
cellulare.

Alcune recenti ricerche ( 18, 19, 20, 21, 22 )
documentano una azione inibente della OTI sul-
la adesivita dei polimorfonucleati, per inibizione
della funzione delle B,-integrine. Il meccanismo
viene interpretato(20) come la ossidazione di
componenti la membrana leucocitaria con ridu-
zione della sintesi di cGMP indispensabile per la
funzione delle B,-integrine. Su questo dato viene
spiegato anche l'effetto favorevole dell'impiego
della OTI nella sindrome da ischemia/riperfusio-
ne (21), oltreche la sua azione protettiva nei con-
fronti del microcircolo. Non € comunque ancora
chiarito l'effettivo meccanismo di interazione
dell'ossigeno iperbarico con la funzione delle B,-
integrine. Infatti ( 23) & stato dimostrato che I'a-
desivitd leucocitaria non risente della deplezione
di B,-integrine dai granuli endocellulari perossi-
somi negativi e pertanto pud non essere necessa-
ria una modificazione della loro espressione sul-
la superficie cellulare, mentre & stato documenta-
to gia da tempo ( 24) la possibile formazione di
aggregati di CDIIb/CDI18 nel piano della mem-
brana cellulare in risposta ai numerosi stimoli che
attivano i neutrofili.

E' importantissimo sottolineare (18) come 1'a-
zione inibente dell'ossigeno sia strettamente le-
gata alla sua posologia. Infatti in ratti intossicati
da monossido di carbonio & possibile prevenire la
liperossidazione di membrana cerebrale mediata
dalla attivazione dei neutrofili via J3,-integrine,
solo mediante ossigeno iperbarico e non con os-
sigeno normobarico. E' utile ricordare che nella
sindrome da ischemia riperfusione, fra cui pud
essere collocata anche la intossicazione acuta da

monossido di carbonio, momento fondamentale &
I'azione dell'elastasi nella conversione della Xan-
tina deidrogenasi in Xantina ossidasi nella cellu-
la endoteliale. L'adesione dei neutrofili attivati
all'endotelio, pud consentire all'elastasi secreta
dai neutrofili, di raggiungere alte concentrazioni
nei punti di pil stretto contatto fra le membrane
cellulari e quindi di penetrare nella cellula endo-
teliale, dove la conversione da Xantina deidroge-
nasi a Xantina ossidasi avviene in modo irrever-
sibile per digestione enzimatica (25). L'aggres-
sione dei polimorfonucleati neutrofili alla mem-
brana endoteliale pud essere interpretato come un
"complicanza secondaria” al chemotropismo
esercitato dal luogo della infiammazione sui neu-
trofili che, una volta attivati, si fanno rapidamen-
te strada verso l'infiammazione aprendosi un
varco attraverso la strato monocellulare dell'en-
dotelio.

E' comunque utile ricordare che recentemente
(26) & stato messo in evidenza nell'endotelio pol-
monare di ratti un incremento di ICAM-I, perd
dopo 3 ore di esposizione all'ossigeno a 3 ATA.

Pertanto per il momento si pud concludere che
esistono convincenti prove sperimentali che la
OTI contrasta l'adesivita dei polimorfonucleati
neutrofili attivati all'endotelio. D'altra parte una
vasta sperimentazione (27, 28, 29, 30, 31), ha do-
cumentato che il blocco della adesivita mediata
dalle B,-integrine contrasta il manifestarsi della
insufficienza d'organo e incrementa la soprawi-
venza in vari modelli sperimentali di shock.

Rimane ancora molto oscuro il rapporto fra
NO e B,-integrine. In genere si ritiene che NO
abbia un effetto antiaggregante piastrinico e di
antiadesivitd leucocitaria, questultimo effetto
sembra essere mediato proprio dalle B,-integrine
(32), tuttavia le sperimentazioni condotte sia in
vivo che in vitro non accennano al dato sostan-
ziale: qual'® l'origine del NO studiato?

La domanda & importante poiche la quantita di
NO prodotta dalla ossido nitrico sintetasi costitu-
tiva & 1000 volte inferiore a quella prodotta dal-
la ossido nitrico sintetasi inducibile specifica-
mente attivata nel processo infiammatorio.

Senza una precisa definizione delle quantita e
quindi del mezzo in cui si svolge la ricerca non &
attualmente possibile trarre una conclusione defi-
nitiva su questo argomento.

*
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