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SUMMARY

The Metabolic Syndrome (MS) is a complex disease, characterized by the association of metabolic risk
factors for cardiovascular disease. The management of MS is achieved through the use of combination
therapy that improves individual features of MS, but has a limited effectiveness in the prevention of
cardiovascular complications.

Thus, a more detailed knowledge of the events that lead to MS is mandatory for the identification
of novel therapies. Nuclear receptors are ligand-dependent transcription factors, that are directly in-
volved in the modulation of cellular responses to metabolic, hormonal and nutritional stimuli. They
represent promising pharmacological targets for the treatment of atherogenic dyslipidemia and insulin
resistance. Among the nuclear receptors, the “fatty acids sensors” peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) regulate the expression of genes involved in the control of carbohydrate and lipid
metabolism, and of inflammation.

These features make PPARs ideal targets for the development of new therapeutic strategies aimed
to MS treatment. Currently, two classes of synthetic PPARs agonists, the thiazolidinediones (PPAR-y
agonists) and fibrates (PPAR-a. agonists) are used for the treatment of type 2 diabetes mellitus and for
hyperlipidemia, respectively.

This review presents on overview of the function of PPARs, with a critical appraisal on the molecular
and cellular events connected with their expression, function and pharmacological regulation in the
context of MS.

Keywords: Metabolic Syndrome, atherosclerosis, nuclear receptors, peroxisome proliferator-activated re-
ceptors, fibrates, thiazolidinediones.
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Sindrome metabolica

La SM ¢ una malattia sistemica com-
plessa, caratterizzata dall’associazione di
piu fattori di rischio metabolici che deter-
minano un incremento dell'insorgenza di
complicanze cardiovascolari su base ate-
rosclerotica e di diabete mellito di tipo II
(DMT?2). Le alterazioni principali che la ca-
ratterizzano sono 'obesita di tipo “centra-
le”, le alterazioni del metabolismo glicidi-
co (insulino-resistenza, alterata glicemia a
digiuno e alterata tolleranza glicidica), del
metabolismo lipidico (elevati livelli di tri-
gliceridi sierici e ridotti valori di colestero-
lo HDL, high density lipoprotein) e dei valo-
ri di pressione arteriosa, che si associano
a uno stato inflammatorio cronico. La pre-
senza nella SM di molteplici componenti
e complicanze cliniche ha reso difficoltosa
la formulazione di una definizione univo-
ca e di criteri diagnostici universalmente
riconosciuti (1, 2). La classificazione del
National Cholesterol Education Program -
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Third Adult Treatment Panel (NCEP-ATP
III) rappresenta il modello classificativo
piu accurato in termini di sensibilita e spe-
cificita (1, 2) (Tabella 1).

Sebbene negli ultimi anni la SM sia
stata oggetto di un crescente interesse, i
meccanismi patogenetici che ne sono alla
base rimangono ancora poco conosciuti,
probabilmente a causa della eterogeneita
delle sue espressioni fenotipiche, determi-
nate dalla diversa combinazione dei criteri
diagnostici. Tuttavia vi € un consenso ge-
nerale nel ritenere che la SM sia malattia
multifattoriale, in cui cause genetiche ed
ambientali rivestono ugual peso nel deter-
minare l'instaurarsi di uno stato di insuli-
no-resistenza (IR) (3). L'IR é alla base delle
alterazioni dell'omeostasi del metabolismo
glicidico, come l'alterata tolleranza al glu-
cosio e il DMT2, e si associa alle altera-
zioni del metabolismo lipidico, del tessuto
adiposo viscerale e della pressione arterio-
sa, tutte condizioni descritte come caratte-
ristiche della SM. La sua gestione clinica
¢ attualmente messa in atto mediante la
correzione degli stili di vita, come la ridu-
zione dell'introito calorico e la promozione
dell’attivita fisica, e mediante 1'utilizzo di
terapie combinate, che spesso presentano
significativi effetti collaterali. Sebbene tale
approccio terapeutico migliori le singole

Tabella | - Criteri per la diagnosi di Sindrome Metabolica (National Cholesterol Education
Program - Third Adult Treatment Panel, NCEP-ATP lll, 200I).

Fattori di rischio

Valori soglia (la diagnosi di Sindrome Metabolica viene posta

in presenza di almeno tre dei seguenti cinque fattori di rischio)

Circonferenza addominale

>102 cm (uomo)/>88 cm (donna)

Trigliceridi

>150 mg/dL (o in trattamento farmacologico)

Colesterolo HDL

<50 mg/dL (uomo)/<40 mg/dL (donna) (o in trattamento farmacologico)

Pressione Arteriosa

>130/85 mmHg (o in trattamento farmacologico)

Glicemia a digiuno

>100 mg/dL* (o diagnosi di diabete o in trattamento farmacologico)

*Nel 2004 il valore soglia per la definizione di alterata glicemia a digiuno & stato diminuito da 110 mg/dL (6.1 mmol/L) a
100 mg/dL (5.6 mmol/L), in accordo con la definizione aggiornata di alterata glicemia a digiuno dell’American Diabetes
Association. Adattato da Grundy et al. “Diagnosis and management of the metabolic syndrome: an American Heart
Association/National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement” Circulation 2005.



10

Simona D'’Amore, Giuseppe Palasciano, Antonio Moschetta

componenti della SM, spesso non porta
ad un controllo soddisfacente delle compli-
canze cardiovascolari. Pertanto appare evi-
dente la necessita di sviluppare conoscen-
ze piu complete degli eventi patogenetici
alla base della SM e di identificare nuove
terapie che possano essere utilizzate con
sempre maggiore efficacia e sicurezza.

Recettori nucleari

I recettori nucleari (NRs) sono fattori di
trascrizione ligando-dipendenti coinvolti
nella regolazione di geni associati alla pro-
liferazione e al differenziamento cellulare,
al metabolismo e allo sviluppo embriona-
le (4, 5). Un numero elevato di NRs, i co-
siddetti “orfani”, non ha ligandi endogeni
conosciuti, mentre altri NRs, i “veri orfa-
ni”, regolano la trascrizione indipenden-

ZF-1 ZF-2

AF-1 DBD

HINGE LDB .

Figura | - (A) Rappresentazione schematica della
struttura modulare dei recettori nucleari che com-
prende: una regione N-terminale (AF-1); un dominio
dilegame al DNA altamente conservato (DBD), con-
tenente due motivi “zincfinger” (ZF); una piccola
regione, denominata Hinge; un dominio di legame al
ligando (LBD); una regione C-terminale (AF-2). (B)
Il legame del recettore nucleare al suo specifico li-
gando induce una modificazione conformazionale
che determina una dissociazione dai corepressori, il
reclutamento di coregolatori e I'avvio della trascri-
zione di specifici e coerenti programmi genetici.

temente dal legame con specifici ligandi.
I membri conosciuti della superfamiglia
dei NRs sono circa 150, nell’'uomo ne sono
stati identificati 48 (5, 7). I NRs sono ca-
ratterizzati da una struttura modulare che
comprende una regione N-terminale, defi-
nita funzione attivante 1 (AF-1), associata
alla regolazione trascrizionale ligando-
indipendente del NR; un dominio di lega-
me al DNA altamente conservato (DBD),
contenente due motivi “zincfinger”, che
presenta elevata affinita per le sequenze
canoniche esameriche del DNA; una pic-
cola regione, denominata Hinge, che faci-
lita I'organizzazione funzionale tridimen-
sionale di domini multipli; un dominio di
legame al ligando (LBD), che caratterizza
I'identita e la specificita dei singoli NRs; e
una regione C-terminale, definita funzione
attivante 2 (AF-2), associata a funzioni di
transattivazione ligando-dipendenti e inte-
razioni con i corego latori (8) (Figura 1A).
Il legame del NR al suo specifico ligando
induce una modificazione conformaziona-
le del recettore che ne determina la disso-
ciazione dai corepressori, il reclutamento
di coregolatori tessuto-specifici e I'avvio
del processo trascrizionale (5, 9) (Figura
1B). Spesso la regolazione trascrizionale
indotta da uno specifico complesso NR-
ligando mostra specificita cellulare e se-
quenza di DNA-dipendente, cosicché lo
stesso complesso puo stimolare (o repri-
mere) la trascrizione genica solo in deter-
minati tipi cellulari.

Peroxisome proliferator-activated
receptors

La distribuzione tissutale dei PPARs
nei mammiferi € stata ampiamente studia-
ta sia nei roditori sia nell’'uomo (10, 11).
I PPARs regolano I'espressione di nume-
rosi geni coinvolti nel controllo del me-
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tabolismo lipidico e glicidico, della spesa
energetica, dei meccanismi di riparazione
tissutale, della proliferazione e differenzia-
mento cellulare, dell'infiammazione, della
pressione arteriosa e dell’aterosclerosi
(12, 15). Lattivazione dei PPARs da parte
di ligandi endogeni (acidi grassi, eicosa-
noidi) o sintetici (fibrati e tiazolidinedioni,
TZDs), porta alla formazione di eterodime-
ri con il recettore dell’acido 9-cis-retinoico
(RXR). Leterodimero PPAR-RXR si lega
a specifiche sequenze di DNA (PPAR re-
sponse elements, PPREs) in corrisponden-
za della regione del promotore dei geni
target. Lattivazione dei PPARs porta al
reclutamento di coattivatori e ad un rimo-
dellamento della cromatina che promuove
il processo trascrizionale (16, 17). Sono
state clonate e caratterizzate tre distin-
te isoforme, PPARa. (NR1C1), PPARB/S
(NR1C2) e PPARy (NR1C3). Le tre isofor-
me esibiscono un profilo di espressione e
funzione isotipo-specifico (18).

PPARo.

PPARa, primo membro della famiglia
dei PPARs ad essere clonato nel 1990,
rappresenta un regolatore chiave del me-
tabolismo degli acidi grassi ed € espresso
prevalentemente in quei tessuti che pre-
sentano un elevato catabolismo degli acidi
grassi, quali il fegato, il cuore, il rene, il
tessuto adiposo bruno e muscolare sche-
letrico. Nei roditori sono stati riscontrati
alti livelli di PPARa nel fegato, nel rene,
nel cuore, nella mucosa dello stomaco, nel
duodeno, nella retina, nel tessuto adiposo
bruno e muscolare scheletrico. Nell'uo-
mo PPARa € espresso principalmente nel
fegato, mentre si riscontrano livelli piu
bassi nel muscolo scheletrico e cardia-
co, nel tessuto adiposo bruno, nel rene,
nell'intestino, nelle cellule coinvolte nella
risposta immunitaria (monociti, macro-
fagi e linfociti) e nelle cellule endoteliali

(12, 13, 15, 19, 20). Gli agonisti endogeni
di PPARa sono gli acidi grassi (soprat-
tutto polinsaturi), gli eicosanoidi e altri
derivati dell’acido arachidonico, mentre i
ligandi sintetici sono i fibrati (clofibrato,
fenofibrato, bezafibrato e gemfibrozil) e i
farmaci anti-inflammatori non steroidei. I
fibrati sono potenti agenti ipolipemizzanti
che promuovono I'aumento del colestero-
lo HDL e la riduzione degli acidi grassi li-
beri, dei trigliceridi e del colesterolo LDL
(low density lipoprotein). Studi condotti
su modelli animali hanno inoltre sugge-
rito un loro possibile impiego nel tratta-
mento della steatosi epatica, basato sulla
osservazione che l'attivazione di PPARa
aumenta l'espressione di geni coinvolti
nel turnover degli acidi grassi e riduce la
lipoperossidazione epatica, determinando
un miglioramento del quadro istologico
e della funzionalita epatica (21). Tali evi-
denze non sono state tuttavia confermate
nell'uomo: nonostante i fibrati migliorino
il profilo lipidico nei pazienti con steatosi
epatica, non sembrerebbero influire signi-
ficativamente sul grado della steatosi epa-
tica e sulla funzionalita epatica (22). Oltre
ad essere potenti agenti ipolipemizzanti i
fibrati presentano effetti anti-inflammatori
ed anti-trombotici, grazie alla loro capaci-
ta di promuovere la fibrinolisi e inibire la
produzione di un potente vasocostrittore
secreto dall’endotelio, I'endotelina-1 (ET-
1), e delle molecole di adesione (vascular
cell adhesion molecule-I, VCAM-I). Sebbe-
ne alcuni t7ials clinici abbiano evidenziato
gli effetti benefici dei fibrati nella preven-
zione delle malattie cardiovascolari, in
particolar modo nei pazienti affetti da di-
slipidemia (alti valori di trigliceridi, bassi
valori di HDL), sovrappeso e DMT2, altri
studi hanno invece dimostrato come il loro
impiego non sia in grado di determinare
un incremento del colesterolo HDL tale da
avere un effetto anti-aterosclerotico suffi-
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ciente ad inibire la formazione della placca
aterosclerotica (23, 26). La spiegazione ¢
da ricercare nel fatto che i fibrati attual-
mente in commercio sono degli agonisti
deboli di PPARaq, pertanto é probabilmen-
te necessario sviluppare nuove molecole,
piu potenti e selettive, che possano avere
un maggior impatto sia sulla dislipidemia
aterogena sia sul rischio cardiovascolare.

PPARa. e metabolismo

Lattivazione di PPARo modula I'espres-
sione di un’ampia gamma di geni coin-
volti nel catabolismo degli acidi grassi e
nel metabolismo lipoproteico in tutti quei
tessuti deputati alla metabolizzazione
degli acidi grassi, come il fegato, il cuo-
re ed il muscolo scheletrico (Figura 2)
(13, 15, 20). I geni target di PPARa sono
coinvolti nel trasporto e wuptake lipidico
(cluster of differentiation 36, CD36; car-
nitina-palmitoil-trasferasi 1, CPT1), nella
p-ossidazione mitocondriale e perossiso-
miale e w-ossidazione microsomiale degli
acidi grassi (acil-CoA ossidasi, ACO; tiola-
si; acil-CoA deidrogenasi, MCAD; citocro-
mo P450-w-idrossilasi) e nel metabolismo
lipoproteico (lipoproteina lipasi, LPL; apo-
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Figura 2 - Principali siti di azione dei PPARs. Le tre isoforme di
PPAR regolano 'omeostasi glicidica e lipidica attraverso la loro
azione coordinata a livello epatico, muscolare e del tessuto adiposo.

lipoproteina A-V, ApoAV; apolipoproteina
C-IIT, ApoC-III) (13, 15, 20). Lattivazione
di PPARo da un lato promuove lattivita
della LPL e del’ApoAV, entrambe depu-
tate all'idrolisi dei trigliceridi provenienti
dalle very low density lipoprotein (VLDL) e
alla produzione di acidi grassi e glicerolo
disponibili per la p-ossidazione, e dall’altro
inibisce la ApoC-III, che modula la capta-
zione epatica delle lipoproteine ricche in
trigliceridi.

Il risultato finale ¢ un aumento della
lipolisi, della clearance delle lipoproteine
ricche in trigliceridi e della B-ossidazione,
con conseguente riduzione della disponi-
bilita di acidi grassi liberi per la sintesi di
trigliceridi (14, 20, 27) (Figura 2). PPARa
¢ coinvolto inoltre nel mantenimento
dell’omeostasi del metabolismo del cole-
sterolo, regolando positivamente il suo
trasporto inverso (28). La sua attivazione
determina un aumento della trascrizione
dei geni che codificano per le apolipopro-
teine epatiche A-1 e A-Il (ApoA-I e ApoA-
1), componenti fondamentali delle HDL,
e per il trasportatore di membrana ATP-
binding cassette A1 (ABCA1), recettore
delle HDL nei macrofagi, favorendo cosi
I'efflusso di colesterolo dai macrofagi ed
il suo assorbimento a livello epatico (Fi-
gura 2).

In aggiunta, lattivazione di PPARa
riduce i livelli della proteina colesteril-
ester-trasferasi (CEPT), responsabile del
trasferimento degli esteri di colesterolo
dalle HDL ad altre frazioni lipoproteiche,
determinando in questo modo un aumen-
to del colesterolo HDL e una diminuzione
del colesterolo presente nelle LDL (14,
20, 29). Alterazioni a carico di queste pa-
thways possono portare ad un accumulo
di lipidi a livello epatico e muscolare e ad
un aumento della produzione delle VLDL,
tutti eventi fondamentali nell'insorgenza
dell'IR, della SM e del DMT?2.
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PPARa., infiammazione e aterosclerosi
PPARa € espresso in numerose cellule
coinvolte nella regolazione della risposta
inflammatoria e nella patogenesi del pro-
cesso aterosclerotico, come le cellule en-
doteliali, i monociti/macrofagi, i linfociti
e le cellule della muscolatura liscia vasale
(VSMCs) (19). Ancora oggi esistono con-
troversie sul suo ruolo a livello vascolare,
essendo stati dimostrati sia effetti pro- che
anti-aterogeni. La sua attivazione a livello
endoteliale riduce l'espressione di mole-
cole di adesione (VCAM-I; intercellular
adhesion molecule-I, ICAM-I) e di segnali
chemiotattici (monocyte chemoattractant
protein-1, MCP-1), interferendo con il
reclutamento di cellule infiammatorie e
con la loro adesione sull’endotelio (19).
Tali effetti sembrerebbero essere legati
all'inibizione mediata da PPARa di uno dei
principali mediatori dell'infiammazione, il
nuclear factor kappa B (NF-kB) (19). Latti-
vazione di PPARa a livello endoteliale inibi-
sce inoltre la sintesi e la secrezione di ET-
1, potente vasocostrittore e induttore della
proliferazione delle cellule muscolari lisce,
attraverso la soppressione del fattore di
trascrizione activator protein 1 (AP-1) (19).
In maniera simile alle cellule endoteliali,
PPARa € espresso in quantita apprezzabili
nelle VSMCs dove svolge un ruolo anti-in-
fiammatorio (19, 28). La sua attivazione in
queste cellule ¢ infatti in grado di ridurre la
sintesi di mediatori pro-infiammatori, quali
lI'interleuchina-6 (I-6) e la ciclossigenasi-2,
e di aumentare I'espressione della emeos-
sigenasi-1 (HO-1), enzima che agisce come
modulatore negativo sia della risposta in-
fiammatoria sia della proliferazione delle
VSMCs (19). Lattivazione di PPARo. € inol-
tre in grado di inibire la sintesi dell’ossido
nitrico sintetasi (NOS), della metallopepti-
dasi-9 (MMP-9), del tumor necrosis factor-o.
(TNF-o) e del recettore del fattore attivan-
te le piastrine nei monociti/macrofagi, e

dellinterferon-y (IFN-y) e del TNF-a nei
linfociti T (30). Nonostante tali evidenze
siano a favore del ruolo anti-infiammatorio
di PPARa a livello vascolare, altri studi han-
no invece dimostrato come tali effetti pos-
sano dipendere dall’entita dell'infiamma-
zione e della lesione vascolare; in presenza
di inflammazione lattivazione di PPARo
rallenterebbe la progressione della lesione
aterosclerotica (31).

PPARB/d

PPARB/6 ha una distribuzione presso-
ché ubiquitaria nei tessuti dei mammiferi,
con livelli elevati nel fegato, nei reni, nel
muscolo scheletrico e cardiaco, nel tes-
suto adiposo, nell’encefalo, nel colon, nei
polmoni e nei vasi (12, 19, 20, 32). I ligandi
naturali di PPARB/d sono gli acidi grassi
polinsaturi (acido eicosapentaenoico,
lacido arachidonico), le prostaglandine
Al, E2 e D2 e la prostaciclina (PGI) (20).
Le funzioni fisiologiche di PPARB/& sono
molto meno studiate e, a differenza di
PPARa e PPARY, gli agonisti sintetici di
PPARB/& sono ancora in una fase di studio
sperimentale.

PPARpB/S e metabolismo

Recenti studi funzionali suggeriscono
che PPARB/d € uno dei regolatori chia-
ve dell'inflammazione, del metabolismo
lipidico, lipoproteico e glicidico in molti
tessuti, compreso il tessuto adiposo, mu-
scolare scheletrico e cardiaco (Figura 2).
PPARRB/ € espresso sia nel tessuto adipo-
so bruno che nel bianco, dove controlla la
termogenesi, il trasporto e l'ossidazione
degli acidi grassi attraverso l'attivazione
dei suoi geni target, come MCAD, CPT],
ACO, acil-CoA sintetasi (ACS) e uncou-
pling protein-1 (UCP-1) (30, 33). Recente-
mente ¢ stato dimostrato il legame diretto
tra PPARB/S e obesita. In differenti mo-
delli animali di obesita (modelli genetici
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e nutrizionali), l'attivazione selettiva di
PPARPB/ nel tessuto adiposo porta ad una
marcata riduzione del tessuto adiposo e ad
un miglioramento del profilo lipidico, prin-
cipalmente grazie all’attivazione dell’os-
sidazione degli acidi grassi e della spesa
energetica (33) (Figura 2). Effetti simili
sull’ossidazione degli acidi grassi sono
stati osservati nel muscolo cardiaco, dove
si associano ad un aumento della contrat-
tilita muscolare, e nel muscolo scheletri-
co, dove si associano ad un aumento del
numero di fibre muscolari di tipo I, della
resistenza muscolare e al miglioramento
dell'insulino-sensibilita (34, 35) (Figura
2). Gli effetti di PPARB/d sull’'ossidazione
degli acidi grassi osservati nel muscolo
e nel tessuto adiposo sono stati riscon-
trati anche a livello epatico. Nel fegato,
in modelli animali di steatoepatite (dieta
priva di metionina e colina), 'attivazione
di PPARB/& (agonista GW501516) riduce
I'accumulo di lipidi mediante I'attivazione
di geni coinvolti nell’'ossidazione degli aci-
di grassi, e l'infiaimmazione mediante ri-
duzione dell’espressione del transforming
growth factor-p1 (TGF-p1), del TNF-a,, del-
la monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)
e dellinterleuchina-1p (IL-1p) (36).
Recenti studi hanno inoltre dimostrato
gli effetti benefici di PPARB/d sul meta-
bolismo lipidico e lipoproteico. Il tratta-
mento per quattro settimane di scimmie
rhesus obese ed insulino-resistenti con
GW501516 ha portato ad un significativo
miglioramento del profilo lipidico plasma-
tico, determinando un incremento del 79%
dei livelli di colesterolo HDL, dei livelli di
ApoA-I e ApoA-II ed una riduzione signi-
ficativa dei livelli plasmatici di colesterolo
LDL, dei trigliceridi e dell'insulina (37).
Allo stesso modo, topi obesi e non obesi
trattati con agonisti di PPARB/& hanno
mostrato un incremento dei livelli di co-
lesterolo HDL. Inoltre, il trattamento con

GW501516 attenua 'aumento di peso, I'IR
e l'accumulo intracellulare di trigliceridi
nel muscolo scheletrico, nel fegato e nel
tessuto adiposo (30). Questi effetti sem-
brano essere il risultato dell’aumentata
espressione di geni che promuovono il ca-
tabolismo lipidico, I'attivita mitocondriale
e la B-ossidazione degli acidi grassi a livel-
lo muscolare (38). PPARB/ sembra inol-
tre essere coinvolto nella regolazione del
trasporto inverso del colesterolo mediante
I'induzione dell’espressione di ABCAL. 11
trattamento con un agonista di PPARB/S,
GW610742, ha infatti mostrato un aumen-
to dei livelli di colesterolo HDL di circa il
50%, associata ad un aumento dell’espres-
sione di ABCA1 (39). In aggiunta, I’attiva-
zione di PPARB/d mediante GW610742,
determina una riduzione dell’assorbimen-
to intestinale di colesterolo mediante ri-
duzione dell’espressione della proteina
intestinale Niemann-Pick C1 like 1 protein
(NPC1L1) (39).

PPARB/S, infiammazione e aterosclerosi
Oltre agli effetti sul metabolismo lipi-
dico, PPARB/S riveste un ruolo chiave
nella regolazione dell'inflammazione e
del processo aterosclerotico. PPARB/d &
espresso nella parete vascolare ed in par-
ticolar modo nelle cellule endoteliali, nei
monociti/macrofagi e nelle VSMCs (19).
Studi condotti in vitro ed in vivo hanno
mostrato che alcuni ligandi di PPARB/S,
come GW0742 e GW501516, possiedono
potenti effetti anti-inflammatori, in quan-
to inibiscono l'espressione di molecole
di adesione da parte delle cellule endote-
liali e quindi il reclutamento di leucociti
(19). Il meccanismo alla base di tali effet-
ti anti-infiammatori sarebbe da ricercare
nella riduzione dello stress ossidativo,
nell’aumentata produzione di enzimi anti-
ossidanti e nella attivazione della B cell
lymphoma-6 (BCL-6), una proteina che
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funziona da soppressore dell'infiamma-
zione (40).

Nello stato non legato BCL-6 € parte del
complesso trascrizionale PPARB/6-RXRa
e determina un incremento dei livelli di
agenti pro-infiammatori, come MCP-1, -3
e dell'IL-1p. Dopo attivazione da parte del
ligando, i corepressori, compreso BCL-6,
sono rilasciati e ha inizio la trascrizione dei
geni target anti-inflammatori di PPARB/6
(41). Oltre a queste azioni anti-infiamma-
torie sulle cellule endoteliali, I'attivazione
di PPARB/d determina una stimolazione
diretta della proliferazione delle VSMCs e
dell’'angiogenesi (19). PPARB/6 € espres-
so nelle VSMCs, e la sua espressione in
queste cellule ¢ indotta in risposta al fat-
tore di crescita derivato dalle piastrine
(PDGF), potente stimolatore neointima-
le, attraverso l'attivazione della pathway
del fosfatidil-inositolo-3-chinasi/proteina
chinasi B (PI3K/Akt) (19). Lespressio-
ne di PPARB/$ ¢ inoltre stimolata in vivo
durante la formazione di lesioni vascolari
19).

Questi risultati correlano bene con
la dimostrazione che un incremento
dell’espressione di PPARB/d nelle VSMCs
determina un aumento dell'infiammazio-
ne, della proliferazione cellulare e quindi
del processo aterosclerotico (19). Di con-
tro, agonisti selettivi di PPARB/ attenua-
no il processo aterosclerotico riducendo
I'infiammazione e sopprimendo la proli-
ferazione delle VSMCs sia in condizioni
basali che in risposta al TNF-o (19). I li-
gandi di PPARB/d inibiscono la prolifera-
zione delle VSMCs attraverso I'induzione
di TGF-B1 e l'inibizione della produzione
di MCP-1 e dell'lL-1p (42).

PPARy

PPARy é espresso soprattutto nel tes-
suto adiposo, dove gioca un ruolo fonda-
mentale nella regolazione della differen-

ziazione degli adipociti, dell'uptake e del
deposito di acidi grassi, del metabolismo
glicidico e dell'inflammazione (Figura 2).
PPARy e codificato da tre diverse isofor-
me di mRNA: PPARy1, PPARy2 e PPARy3
che sono generate attraverso meccanismi
alternativi di splicing. Rispetto agli altri
PPARs, PPARy ha un ristretto profilo di
espressione: sono stati riscontrati livel-
li molto alti nel tessuto adiposo bianco e
bruno, nel muscolo scheletrico e nel colon
(20, 43). L'espressione va comunque diffe-
renziata a seconda delle diverse isoforme:
PPARy1 e espresso nella maggior parte
nel tessuto adiposo bruno e bianco ed &
inoltre presente nel muscolo scheletrico,
nel fegato, nelle B-cellule pancreatiche, nel
cuore, colon, placenta, encefalo, e nelle
cellule vascolari, immunitarie e inflamma-
torie. In condizioni fisiologiche normali,
I'espressione dell'isoforma PPARy2 e li-
mitata al tessuto adiposo bianco e bruno,
mentre la sua espressione ectopica nel
fegato e nel muscolo scheletrico € indotta
in risposta all’eccessivo introito calorico
o all'obesita genetica. PPARy3 & espres-
so nei macrofagi, nel tessuto adiposo e
nell’intestino (12).

Gli agonisti endogeni di PPARy sono
gli acidi grassi mono- e polinsaturi, alcuni
eicosanoidi (I'acido 13-idrossioctadecanoi-
co, 13-HODE, e l'acido 9-idrossioctadeca-
noico, 9-HODE) e i prostanoidi. PPARy
¢ inoltre un target terapeutico dei TZDs
(rosiglitazone, pioglitazone) e parzialmen-
te degli anti-infiammatori non steroidei,
come l'indometacina e l'ibuprofene (20).
I TZDs trovano indicazione nella pratica
clinica per il trattamento del DMT2 grazie
alla loro capacita di ristabilire I'insulino-
sensibilita mediante effetti diretti sul me-
tabolismo lipidico a livello del tessuto adi-
poso ed effetti secondari sul metabolismo
lipidico e glicidico a livello del muscolo
scheletrico e del fegato (44). 1 TZDs pro-
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muovono la differenziazione adipocitaria,
Tuptake degli acidi grassi e il deposito lipi-
dico nel tessuto adiposo sottocutaneo, de-
terminando una riduzione degli acidi gras-
si liberi e quindi dell'IR. Inoltre I'attivazio-
ne di PPARy incrementa I'espressione e la
traslocazione sulla superficie cellulare del
glucose transporter type 1 e type 4 (GLUT-1
e -4), e quindi l'uptake di glucosio a livello
epatico e muscolare scheletrico, determi-
nando una riduzione dei livelli di glucosio
plasmatici (45).

Inoltre, gli agonisti di PPARy ristabili-
scono l'insulino-sensibilita e contrastano
I'inflammazione mediante una riduzione
del TNFa e un aumento della produzione
di adiponectina (46). I TZDs sono stati stu-
diati anche nel trattamento di pazienti con
steatosi epatica con risultati non sempre
univoci e che pertanto necessitano di ulte-
riori conferme (47, 48).

Sebbene il pioglitazone ed il rosiglita-
zone siano efficaci nel trattamento del
DMT?2, allo stesso tempo presentano al-
cuni effetti collaterali, tra cui l'incremen-
to ponderale, 'edema, la cefalea, I'insuffi-
cienza cardiaca, l'ipoglicemia, le mialgie
ed un aumento del rischio di fratture (13).

Tra gli effetti collaterali particolare at-
tenzione deve essere posta al possibile
aumento del rischio di infarto miocardico
e della mortalita cardiovascolare. I TZDs
agiscono sull'insulino-resistenza, fattore
di rischio cardiovascolare, pertanto si pre-
sumeva che potessero ridurne I'incidenza.
Un’ampia metanalisi pubblicata da Nissen
SE nel 2007 ha invece evidenziato un’asso-
ciazione tra rosiglitazone ed aumento del
rischio di infarto miocardico e della mor-
talita cardiovascolare (49).

In seguito, ulteriori studi hanno fornito
evidenze discordanti, non confermando
né escludendo tale rischio. La disponibilita
di dati non conclusivi sul rischio di ische-
mia miocardica ha fatto si che il rosiglita-

zone non venisse ritirato dal mercato, ma
che fosse inserita una nota relativa al pos-
sibile rischio di ischemia miocardica nel
foglietto illustrativo, soprattutto in pazienti
cardiopatici in trattamento con nitrati e in
quelli in cui il rosiglitazone ¢ stato aggiun-
to alla terapia insulinica.

PPARy e metabolismo

Studi sui meccanismi fisiopatologici
condotti in vitro e in vivo hanno permesso
di definire le azioni metaboliche di PPARy
nella regolazione dell’adipogenesi, del
metabolismo lipidico e glicidico, dell'insu-
lino-sensibilita e della risposta infiamma-
toria.

Nel tessuto adiposo, PPARy modula il
differenziamento degli adipociti e stimo-
la T'assorbimento e accumulo dei lipidi
circolanti, con conseguente riduzione dei
livelli circolanti degli acidi grassi liberi e
degli effetti deleteri del carico lipidico sul
segnale insulinico (20) (Figura 2).

La sua attivazione negli adipociti stimola
un’ampia gamma di geni coinvolti nel dif-
ferenziamento adipocitario e nell'uptake di
acidi grassi e nel loro deposito, tra cui la
LPL, la fatty acid binding protein 4 (FABP-
4), la ACS, la perilipina, la CD36, e la fo-
sfoenolpiruvato carbossichinasi (PEPCK)
(20). 1l risultato dell’attivazione di PPARy,
e della conseguente ridistribuzione dei li-
pidi, & un aumento del tessuto adiposo sot-
tocutaneo rispetto a quello viscerale ed un
aumento di peso (Figura 2).

Numerosi studi hanno inoltre dimostra-
to che PPARy ¢ in grado di ridurre l'infil-
trazione macrofagica nel tessuto adiposo
contribuendo a ridurre l'infiammazione
cronica che accompagna l'obesita. Lattiva-
zione di PPARy porta infatti a una riduzio-
ne dell’espressione di alcuni markers in-
fiammatori, come la disintegrina A, la me-
talloproteinase domain-containing protein
8 (ADAMBS) e il cluster of differentiation 68
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(CD68) a livello del tessuto adiposo (13).
L’azione anti-infiammatoria di PPARy e
dovuta ad una inibizione di NF-kB, ad una
riduzione della produzione di adipochine e
ad un aumento della produzione di adipo-
nectina; tali effetti influenzano il metaboli-
smo del glucosio a livello epatico e musco-
lare e T'insulino-sensibilita sistemica (50)
(Figura 2).

Ladiponectina promuove l'ossidazione
degli acidi grassi e migliora I'insulino-
sensibilita attraverso la stimolazione della
protein-chinasi attivata da AMP (AMPK)
nel muscolo scheletrico e attraverso I'ini-
bizione di PEPCK nel fegato (13).

Infine, PPARy ha anche la capacita di
influenzare la morfologia adipocitaria
promuovendo la formazione di adipociti
di piccole dimensioni che producono una
quantita inferiore di markers inflammatori.

PPARy, infiammazione e aterosclerosi

PPARYy € espresso nei globuli bianchi e
nei macrofagi differenziati e ha un ruolo
chiave nel processo aterosclerotico. Ini-
zialmente si riteneva che l'attivazione di
PPARy potesse avere degli effetti pro-ate-
rogeni attraverso la stimolazione dell’at-
tivita del trasportatore degli acidi grassi
CD36 che determina un aumento dell’zp-
take e del deposito dei lipidi ossidati nei
macrofagi.

Questo processo porta, infatti, alla for-
mazione delle cellule schiumose, evento
critico nella formazione della placca ate-
rosclerotica. Studi successivi hanno in-
vece dimostrato che PPARy ha proprieta
anti-aterosclerotiche. Tale effetto sembra
sia legato all’aumentata espressione di
ABCALI nei macrofagi, e quindi all’aumen-
to dell’efflusso di colesterolo dai macro-
fagi alle HDL nascenti ed alla riduzione
della sintesi di geni infiammatori a livello
macrofagico, incluso MCP-1, VCAM-1,
ICAM-1, IFN-y e il TNF-a. (13).

Nuovi approcci terapeutici

I PPARs controllano T'espressione di
geni coinvolti nel controllo del metaboli-
smo glicidico, lipidico e del colesterolo,
ed ogni alterazione a carico di queste pa-
thways puo condurre all’'obesita, alla SM,
al DMT2 ed alle complicanze cardiovasco-
lari.

Tutte e tre le isoforme di PPARs rap-
presentano pertanto degli interessanti tar-
get farmacologici e molte compagnie far-
maceutiche stanno impiegando notevoli
sforzi volti a sviluppare ligandi piu efficaci
dei PPARSs rispetto a quelli disponibili. Ad
esempio sono stati identificati nuovi agoni-
sti parziali ed antagonisti con lo scopo di
combinare 'effetto antidiabetico con quel-
lo sull’obesita.

Un nuovo antagonista di PPARy ha
dimostrato di prevenire linsorgenza di
IR, migliorare il profilo lipidico e ridurre
I'adiposita in topi 0b/ob sottoposti a dieta
iperlipidica. Paradossalmente, rispetto ai
TZDs che stimolano 'adipogenesi e quin-
di lincremento ponderale, gli antagoni-
sti di PPARy proteggono sia dall'IR che
dell’'obesita.

Di contro, le nuove generazioni di ago-
nisti doppi (PPARo/vy-agonisti), i cosiddet-
ti “glitazars”, e di pan-agonisti (PPARo/
B6/vy-agonisti), che combinano gli effetti
terapeutici dei PPARs in modo da copri-
re lintero spettro delle componenti della
SM, non hanno ancora portato a risultati
soddisfacenti in termini di sicurezza (13).
11 fallimento degli agonisti doppi e dei pan-
agonisti ha portato allo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche, nello specifico a li-
gandi selettivi (selective PPAR modulator,
SPPARM), che agiscono sia come agonisti
sia come antagonisti a seconda del con-
testo cellulare e dei geni target (13). Al
momento gli SPPARM sono ancora in fase
preclinica.
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Conclusioni € prospettive future

Obesita e SM, dirette conseguenze
dell’eccessivo apporto calorico e dello sti-
le di vita sedentario, sono associate ad un
aumento del rischio cardiovascolare. La
prevalenza di queste condizioni cliniche
¢ in rapido aumento e di conseguenza ¢
atteso un picco di incidenza del DMT2 e
degli eventi cardiovascolari. Il trattamen-
to farmacologico attualmente disponibile
per il trattamento della SM non ¢ in gra-
do controllarne adeguatamente le mani-
festazioni: per tale motivo ¢ necessario
sviluppare nuovi farmaci che possano es-
sere utilizzati nella gestione delle diverse
componenti della SM e delle complicanze
cardiovascolari ad essa associate. ] PPARs
sono elementi chiave nella regolazione
dei processi metabolici e inflammatori, e
sono attualmente considerati i target ide-
ali per lo sviluppo di nuove strategie tera-
peutiche.

I PPARSs sono infatti attivi in diversi ap-
parati (fegato, muscolo, tessuto adiposo,
cellule infiammatorie, endotelio), dove
presiedono alla regolazione del metabo-
lismo e degli eventi connessi alle patolo-
gie vascolari. Ad oggi, nel trattamento del
DMT?2 e nella dislipidemia, vengono uti-

Glossario

lizzate due classi di agonisti sintetici dei
PPARs, rispettivamente i TZDs e i fibrati.
Questi farmaci agiscono solo su singole
componenti della SM, presentano signi-
ficativi effetti collaterali (in particolare i
TZDs) e sono scarsamente efficaci nella
prevenzione degli eventi cardiovascolari.
Gli agonisti farmacologici dei PPARB/S,
cosi come 1 pan-agonisti dei PPARs, si
sono dimostrati molto promettenti nei test
scientifici e potranno ottimizzare 1'effica-
cia dell’attivazione simultanea di diversi
target appartenenti alla stessa famiglia.
Le nuove strategie sperimentali in
corso di elaborazione e la possibilita di
testare gli agonisti dei PPARs in diversi
modelli traslazionali aiuteranno a delinea-
re meglio il ruolo fisiologico e le funzioni
molecolari dei PPARs, al fine di identifica-
re nuove strategie terapeutiche che pos-
sano rivelarsi piu efficaci nel trattamento
della SM e nella prevenzione degli eventi
cardiovascolari. Lo studio di modelli di
efficacia terapeutica, attraverso 'utilizzo
di metodiche sperimentali in cellule cir-
colanti, portera nel prossimo futuro alla
identificazione di terapie di successo indi-
vidualizzate per il singolo paziente meta-
bolico in grado di rispondere in maniera
ottimale all’attivazione di diversi PPARs.

9-HODE: Acido 9-idrossioctadecanoico, acido grasso derivante dall’ossidazione non

enzimatica dell’acido linoleico.

13-HODE: Acido 13-idrossioctadecanoico, acido grasso derivante dall’ossidazione non

enzimatica dell’acido linoleico.

ABCA1: ATP-binding cassette Al, trasportatore ABC presente nella membrana plasma-
tica; funziona facilitando I'efflusso di fosfolipidi e colesterolo dallo strato esterno della
membrana plasmatica, a un accettore extracellulare.

ACO: Acil-CoA ossidasi, enzima coinvolto nella B-ossidazione degli acidi grassi.
ACS: Acil-CoA sintetasi, enzima coinvolto nella p-ossidazione degli acidi grassi.
ADAMS: Metalloproteinase domain-containing protein 8, disintegrina implicata nelle

interazioni tra cellule e tra cellule e matrice.
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AKkt: Proteina chinasi B, proteina coinvolta nel metabolismo glicidico, nella proliferazio-

ne e migrazione cellulare.

AMPK: Proteina chinasi attivata da AMP

BCL-6: B cell lymphoma-6, corepressore dei NRs, coinvolto nella regolazione dell’in-

fiammazione.

CD36: Cluster of differentiation 36, trasportatore degli acidi grassi a catena lunga.

CEPT: Colesteril-ester-trasferasi, enzima che regola il trasferimento degli esteri di co-

lesterolo dalle HDL alle lipoproteine contenenti I'apolipoproteina B (apoB), comprese

le LDL.

CPT1: Carnitina-palmitoil-trasferasi 1, enzima che media il trasporto degli acidi grassi

a catena lunga.

ET-1: Endotelina-1, proteina vasocostrittrice e ipertensiva.

FABP-4: Fatty acid binding protein 4, proteina trasportatrice degli acidi grassi. GLUT1:
Glucose transporter type 1, proteina trasportatrice di glucosio che favorisce il passag-
gio di glucosio dai compartimenti extracellulari all'interno delle cellule.

GLUT4: Glucose transporter type 4, proteina trasportatrice di glucosio che favorisce il
passaggio di glucosio dai compartimenti extracellulari all'interno delle cellule.

ICAM-I: Intercellular adhesion molecule-I, proteina che funziona come molecola re-
sponsabile dell’adesione cellulare.

IL-1: Interleuchina-1p, citochina coinvolta nell'infiammazione e nella risposta immu-
nitaria.

IL-6: Interleuchina-6, citochina coinvolta nell'infiammazione e nella risposta immunita-
ria.

INF-y: Interferon-y, citochina coinvolta nella risposta immunitaria innata e adattativa.

LPL: Lipoprotein lipasi, enzima che idrolizza i trigliceridi provenienti dalle lipoproteine
VLDL e produce acidi grassi e glicerolo.

MCAD: Acil-CoA deidrogenasi, enzima coinvolto nella B-ossidazione degli acidi grassi.

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1, proteina coinvolta nel reclutamento dei
monociti.

MMP-9: Metallopeptidasi-9, enzima coinvolto nei processi infiammatori.

NF-kB: Nuclear factor kappa B, proteina coinvolta nella regolazione della risposta im-
munitaria.

NPC1L1: Niemann-Pick C1 like 1 protein, trasportatore che media I'assorbimento di
colesterolo.

PDGF: Fattore di crescita derivato dalle piastrine, citochina con capacita chemiotattica
e proliferativa.

PEPCK: Fosfoenolpiruvato carbossichinasi, enzima coinvolto nella gluconeogenesi.

PI3K: Fosfatidil-inositolo-3-chinasi, enzima coinvolto nella crescita cellulare, nella pro-
liferazione, nella differenziazione e sopravvivenza intracellulare.

TGF-p1: Transforming growth factor-g1, citochina coinvolta nella risposta immunitaria
e nel tumore.

TNF-o: Tumor necrosis factor-a, citochina che stimola la reazione della fase acuta, coin-
volta nell'infiammazione sistemica.

UCP-1: Uncoupling protein-1, proteina della membrane mitocondriale interna respon-
sabile della produzione di calore.

VCAM-I: Vascular cell adhesion molecule-I, proteina che funziona come molecola re-
sponsabile dell’adesione cellulare.
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RIASSUNTO

La Sindrome Metabolica (SM) € una malattia sistemica complessa, caratterizzata dall’associazione di
piu fattori di rischio metabolici che determinano un incremento del rischio di insorgenza di complican-
ze cardiovascolari. La presenza nella SM di molteplici componenti ne ha reso difficile la comprensione
della patogenesi e la gestione clinico-terapeutica. L'utilizzo di terapie combinate sebbene migliori le
singoli componenti della SM presenta una scarsa efficacia nella prevenzione degli eventi cardiova-
scolari. Appare evidente la necessita di sviluppare conoscenze piu dettagliate degli eventi alla base
della SM e di identificare nuove terapie. I recettori nucleari, fattori di trascrizione ligando-dipendenti,
coinvolti nella regolazione della risposta cellulare a stimoli di natura metabolica, ormonale e nutrizio-
nale, rappresentano dei potenziali target terapeutici per il trattamento e la prevenzione della dislipi-
demia aterogena e della resistenza insulinica. Tra questi, i “sensori degli acidi grassi”, i peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs), regolano I'espressione di numerosi geni coinvolti nel controllo
della glicemia, del metabolismo lipidico e dell'infiammazione. Queste caratteristiche rendono i PPARs
un target ideale per lo sviluppo di nuovi farmaci nel trattamento della SM e per la comprensione degli
eventi molecolari e cellulari alla base della omeostasi metabolica e delle sue alterazioni. Attualmente
vengono utilizzati due classi di agonisti sintetici dei PPARs: i tiazolidinedioni (agonisti di PPAR-y) nel
trattamento del diabete mellito di tipo 2, e i fibrati (agonisti di PPAR-o) nella dislipidemia.

La presente rassegna focalizza I'attenzione sulle funzioni dei PPARs, con particolare attenzione agli
eventi cellulari e molecolari connessi con la sua espressione, funzione e regolazione nell'ambito della
SM.

Parole chiave: Sindrome Metabolica, aterosclerosi, recettori nucleari, peroxisome proliferator-activa-

ted receptors, fibrati, tiazolidinedioni.
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