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Il diabete mellito & una condizione caratterizzata da riduzione
dell’aspettativa di vita, tanto che una persona affetta da diabete ha
in media, all'eta di 50 anni, un‘aspettativa di vita ridotta di circa 6 anni
rispetto ad un soggetto non diabetico di pari eta. Circa il 60% di tale
eccesso di mortalita € attribuibile a cause cardiovascolari, mentre il
restante 40% a cause non cardiovascolari, incluse infezioni e neopla-
sie (1).

L'eccesso di morbidita e mortalita cardiovascolare nel diabete &
sempre stato attribuito ai meccanismi di danno vascolare derivanti
dall'iperglicemia e dalle anomalie biochimiche ad essa associate, in
aggiunta agli altri fattori di rischio cardiovascolari tradizionali che
possono essere compresenti. Le vie biochimiche che traducono
I'iperglicemia in danno cellulare sono ancora oggi ben schematizzate
dalla cosiddetta teoria unificante enunciata da Brownlee (2). Secon-
do tale teoria, il sovraccarico della catena respiratoria mitocondriale
derivante dall’eccesso di equivalenti riducenti di origine glicolitica
determina iperproduzione di anione superossido, il quale a sua volta
attiva I'enzima PARP, che inibisce GAPDH, causando cosi un accumulo
a monte di intermedi gli colitici. Tali metaboliti vengono quindi diver-
titi verso altre vie metaboliche: le vie dei polioli, delle esosamine e
della proteina chinasi C, e I'iperproduzione di AGE. In parallelo, sono
stati documentati molti altri meccanismi che inducono stress ossida-
tivo ed infiammazione nel diabete, contribuendo al danno vascolare
(3).

Nell’'ultimo decennio, e stato chiarito che la salute dell'apparato va-
scolare dipende da un bilancio tradanno eriparazione. Lariparazione
dell’endotelio danneggiato avviene ad opera delle cellule endoteliali

residenti e grazie al contributo di cellule progenitrici endoteliali (CPE)
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circolanti di origine midollare. Il riconoscimento dellimportanza di
questi processi ha permesso di ridefinire il rischio cardiovascolare nel
diabete in relazione ad un difetto dei meccanismi di riparazione va-
scolare, e non solo ad un eccesso dei meccanismi di danno. Infatti, il
diabete puo, ad oggi, essere considerato una malattia caratterizzata
daincapacita difar fronte al danno mediante I'attivazione dei proces-
si compensatori di riparazione vascolare e tissutale (4-5).

Esistono evidenze sperimentali pre-cliniche che il diabete riduca
effettivamente la capacita di riparare un danno endoteliale indotto

sperimentalmente per via meccanica o elettrica (6-7). Oltre ad un di-
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fetto del processo di re-endotelizzazione, il diabete determina anche
alterazioni significative dell'angiogenesi post-ischemica compen-
satoria. Infatti, 'induzione di un danno da ischemia/riperfusione in
ratti diabetici non & in grado di stimolare I'incremento della densita
capillare, come invece osservato in animali non diabetici di controllo
(8). Esistono anche alcune dimostrazioni cliniche del difetto di angio-
genesi associato al diabete: per esempio, in uno studio angiografico
caso-controllo, il letto collaterale coronarico era significativamente
inferiore in pazienti diabetici rispetto ai non diabetici, a parita di gra-
do di stenosi coronarica (9).

Tra i meccanismi che compromettono i processi di riparazione vasco-
lare ed angiogenesi nel diabete, tre aspetti rivestono particolare im-
portanza: i) I'alterazione dei sensori dell’ipossia; ii) le alterazioni delle
cellule progenitrici di origine midollare; iii) I'infiammazione cronica
(10) (Fig. 1).

Il midollo osseo contiene, oltre alle filiere ematopoietiche, anche
cellule progenitrici capaci di differenziare in fenotipi cellulari tipici

dell'apparato cardiovascolare. E stato infatti dimostrato che cellule

staminali umane CD34* iniettate nel cuore di topi immunodeficienti,
si differenziano in endotelio, muscolo liscio e cardiomiociti (11). Evi-
denze indirette dell'esistenza di un fenomeno simile nell'uomo de-
rivano dall’analisi autoptica di tessuto cardiaco prelevato da donne
che avevano ricevuto un trapianto di midollo da donatore maschile
anni prima del decesso. Tale studio, che ha permesso di documentare
il ipopolamento cardiomiocitario ad opera di cellule XY originate dal
midollo osseo del donatore (12), rappresenta una prova di concetto
che le cellule staminali midollari possono contribuire all'omeostasi
dell'apparato cardiovascolare anche nell'uomo.

Le CPE rappresentano il fenotipo di cellule progenitrici vascolari di
gran lunga piu studiato e meglio caratterizzato. Si ritiene che le CPE
svolgano fisiologicamente due funzioni fondamentali nell'appara-
to cardiovascolare: i) il mantenimento dell'integrita endoteliale e ii)
I'angiogenesi. Infatti, la riparazione di un danno elettrico endoteliale
puo essere stimolata con I'infusione di CPE (13), mentre all'interno dei
tessuti ischemici le CPE contribuiscono all’espansione del microcirco-

lo durante i processi neoangiogenetici (14). Come correlato clinico di

Figural @ |meccanismiche contribuiscono al difetto di riparazione endoteliale ed angiogenesi nel diabete
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queste funzioni dimostrate sperimentalmente, & stato documentato
che il livello di CPE circolanti, determinato mediante citofluorimetria,
correla negativamente con lo spessore carotideo medio-intimale
(IMT) e positivamente con la funzione endoteliale (FMD) e I'esten-
sione del letto collaterale coronarico (15-17). In funzione di tali im-
portanti attivita vascolari, & stato anche documentato che il basso
livello di cellule progenitrici circolanti rappresenta un biomarcatore
dirischio cardiovascolare indipendente e che puo aiutare nella strati-
ficazione dei pazienti nelle corrette categorie di rischio (18).

Nel contesto del diabete, una riduzione del livello delle cellule proge-
nitrici circolanti CD34* & stata documentata gia nelle fasi di pre-dia-
bete (sia IGT che IFG), ed esiste una correlazione negativa tra livello
di cellule CD34* e glicemia post-carico (19). Nel contesto del diabete
tipo 2 manifesto, si osserva una piu marcata riduzione delle cellule
CD34* e della sottopopolazione di CPE (20). Anche nel diabete tipo
1 & stata documentata una riduzione significativa delle CPE, soprat-
tutto nei pazienti con scarso controllo glicemico, come evidenziato
dalla correlazione negativa tra CPE e HbA1c (21). Nella storia naturale
del diabete tipo 2 le cellule progenitrici presentano una riduzione
precoce, con un primo nadir nei diabetici di nuova diagnosi, seguito
da un parziale recupero verosimilmente per effetto del ricompenso
glicemico, cui fa seguito un successivo nadir dopo vent’anni di malat-
tia (22). Nelle fasi avanzate della malattia, si osserva inoltre una cor-
relazione negativa molto stretta tra livello di CPE e gravita delle com-
plicanze macroangiopatiche (23). Anche nel diabete tipo 1 di lunga
durata, il livello delle CPE sembra essere correlato al grado di com-
plicanze, come mostrato nel recente studio sui medalists del Joslin
Diabetes Center (24). | pazienti sopravvissuti a 50 anni di diabete tipo
1, soprattutto in assenza di complicanze, presentano infatti preserva-
ti livelli di CPE circolanti, suggerendo l'esistenza di fattore protettivi
endogeni che consentono una lunga sopravvivenza con il diabete in
assenza di complicanze. Oltre ad una riduzione quantitativa, il dia-
bete determina anche disfunzione delle CPE. Cio € stato dimostrato
mediante studi in vitro di clonogenesi ed adesione all’'endotelio ma-
turo (23), e mediante studi sperimentali in vivo, che dimostrano la
ridotta capacita delle CPE diabetiche di riparare il danno endoteliale
(13). Questi dati documentano quindi come il difetto di riparazione
vascolare associato al diabete possa essere mediato dalle alterazioni
delle CPE.

Mediante protocolli di coltura cellulare, & stato dimostrato che le CPE
hanno caratteristiche mieloidi simili alle cellule della linea monocito-
macrofagica (25). Tali cellule sono infatti dotate di una particolare
plasticita e possono presentarsi sotto forma di i) macrofagi classici
pro-inflammatori (M1), che mediano il danno tissutale e sono pro-
aterosclerotici, oppure ii) macrofagi alternativi anti-inflammatori

(M2) che sopprimono la risposta immune, mediano la riparazione
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tissutale e sono anti-aterosclerotici (26). Si ritiene che le CPE in coltu-
ra appartengano normalmente al fenotipo M2 che, a differenza del
M1, e dotato di attivita pro-angiogenica (27). In pazienti diabetici di
tipo 2, il bilancio M1/M2 é alterato in favore di uno stato pro-infiam-
matorio, a causa di una marcata riduzione dei monocito-macrofagi
M2 (28). Tale alterazione conferma la visione del diabete come una
condizione di difettosa riparazione tissutale e puo verosimilmente
contribuire al difetto di angiogenesi associato al diabete.

Studiando le CPE mieloidi in coltura & stato osservato che le cellu-
le derivanti da pazienti diabetici coronaropatici formano occasio-
nalmente dei noduli calcifici e subiscono una deriva differenziativa
verso un fenotipo pro-calcifico, alle spese del fenotipo endoteliale.
Tale fenomeno & probabilmente attribuibile ad uno stato pro-infiam-
matorio, in quanto esponendo le CPE ad un attivatore dell'immunita
innata (LPS) si osserva un incremento nell’espressione di tipici marker
osteogenici, quali osteocalcina (OC), fosfatasi alcalina ossea (BAP) e
RANKL (29). In seguito a questa osservazione, e stata identificata una
sottopolazione di monociti che esprime OC e BAP, in grado di calci-
ficare in vitro ed in vivo e significativamente aumentata nei pazienti
diabetici, soprattutto in presenza di malattia cardiovascolare. Tale
popolazione cellulare risulta aumentata anche all'interno delle plac-
che aterosclerotiche carotidee isolate da pazienti diabetici rispetto
ai controlli (30). Tali cellule sono state chiamate cellule mieloidi cal-
cificanti (MCC). Utilizzando un approccio di trasferimento cellulare,
abbiamo dimostrato che l'infusione di MCCs nel topo pro-ateroscle-
rotico (ApoE”) determina aumento della calcificazione a livello delle
lesioni aterosclerotiche precoci e tardive (31). Tale studio conferma
I'ipotesi secondo cui un eccesso di MCC nel diabete possa contribuire
allo sviluppo di calcificazione vascolare, che € una condizione tipica
della malattia diabetica. Durante lo studio genomico e proteomico
delle MCC é emerso che tali cellule presentano iperespressione del
pathway della trombospondina-1, una molecola anti-angiogenica.
Per tale motivo sono stati eseguiti una serie di saggi funzionali per
chiarire il ruolo delle MCC nel processo di angiogenesi post-ische-
mica ed & stato dimostrato come l'iniezione intramuscolare di MCC
umane inibisca il recupero vascolare e microcircolatorio dopo ische-
mia nel topo immunodepresso (32). Pertanto I'eccesso di MCC nel
diabete potrebbe rappresentare un altro meccanismo che contribui-
sce al difetto di angiogenesi, oltre all’eccesso di calcificazione.

La comprensione dei meccanismi che riducono le CPE nei pazienti
diabetici e di grande interesse per sviluppare nuovi approcci terapeu-
tici volti a favorire il recupero dei processi di riparazione vascolare. Sul-
la base di una cinetica tricompartimentale (sorgente, circolo, organi
bersaglio, vedi figura 2), tra i possibili meccanismi che teoricamente
potrebbero ridurre le CPE circolanti, l'unico supportato da dati speri-

mentali é il difetto di mobilizzazione dal midollo osseo alla circolazio-
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ne sistemica (33). Viceversa, l'esistenza di una ridotta sopravvivenza
delle CPEin circolo, e I'eccesso di consumo delle CPE nei tessuti perife-
rici sono ipotesi non confermate da dati sperimentali.

La prima dimostrazione dell’esistenza di un difetto di mobilizzazio-
ne deriva da uno studio del 2006, in cui si dimostrava che la mobi-
lizzazione delle CPE in risposta all'ischemia era marcatamente ridotta
negli animali diabetici rispetto ai controlli. Tale difetto poteva essere
attribuibile ad alterazioni della sensibilita tissutale all'ipossia e dei
segnali umorali dal tessuto ischemico al midollo osseo. Tuttavia, gli
animali diabetici risultavano iporesponsivi anche alla stimolazione
midollare diretta mediante fattori di crescita (8). Quest'ultimo difetto
poteva essere spiegabile solo ipotizzando una disfunzione midollare
primaria nel diabete. E stato necessario attendere alcuni anni prima
che venisse in effetti chiarito che il diabete determina, sia nell'animale
che nell'uomo, una microangiopatia midollare ed un grave rimaneg-
giamento della nicchia midollare delle cellule staminali (34-35) (Fig.
3). Per chiarire se, anche nell'uomo, la patologia midollare associata
al diabete determini realmente una disfunzione del midollo, abbiamo
sviluppato, nel contesto di un trial clinico prospettico, un test di stimo-
lazione midollare diretta con G-CSF a basse dosi in pazienti diabetici
e non diabetici. E stato possibile documentare che i pazienti diabeti-
ci mostrano una completa assenza di risposta al G-CSF in termini di
mobilizzazione delle CPE, che si traduce, dal punto di vista funziona-
le, in una incapacita del G-CSF di stimolare I'angiogenesi in vivo ad
opera delle cellule circolanti dei pazienti diabetici (36). Esistono altri
dati a supporto del difetto di mobilizzazione di cellule staminali nei
pazienti diabetici. In una meta-analisi di trial clinici in cui G-CSF ad alte
dosi & stato somministrato a pazienti diabetici e non diabetici per il
trattamento delle malattie cardiovascolari, abbiamo osservato una
stretta correlazione negativa tra la prevalenza di diabete in ciascun
trial ed il grado di mobilizzazione di cellule staminali raggiunto (37).
Questo studio supporta quindi, anche se in maniera indiretta, che la
mobilizzazione delle cellule staminali in risposta al G-CSF sia defici-
taria nei pazienti diabetici. Inoltre, casistiche retrospettive di pazien-
ti sottoposti a mobilizzazione di cellule staminali (con G-CSF ad alte
dosi associato a chemioterapia) a scopo di autotrapianto per malattia
ematologica, hanno dimostrato che il diabete ¢ caratterizzato da un
fenotipo cosiddetto “povero mobilizzatore” e da un conseguente ri-
tardo nell'attecchimento del trapianto midollare (38). Pertanto, un li-
vello crescente di evidenze della letteratura supporta I'esistenza di un
difetto midollare nel diabete umano cosi come dimostrato nei rodito-
ri, tanto che é stato coniato il neologismo “mobilopatia diabetica” (39).
Allo scopo di chiarire quali siano i meccanismi molecolari che condu-
cono al difetto di mobilizzazione delle cellule staminali nel diabete,
abbiamo osservato che il diabete sperimentale induce neuropatia

midollare, caratterizzata da distruzione delle fibre nervose simpati-

186

Figura2 @ Modello dicinetica tricompartimentale per lo studio
dei meccanismi che possono spiegare la riduzione delle CPE circolan-
ti. Mod. da Fadini et al. Diabetes Obes Metab 2010

Midollo osseo

g 15

Mobll.lfzazmne J\
WA

F e N

[ & .\
| |
| ¥ .
b Broliferazione
bersaglio 1 iferazio
- i Apoptosi
3 i 9 Senescenza

L)
Reclutamento

fﬁ % " Circolazione
&
L =

che, che regolano il traffico delle cellule staminali. In pazienti diabetici
con gravita crescenti di neuropatia autonomica si osserva infatti una
marcata e progressiva riduzione delle cellule staminali circolanti. Nei
modelli sperimentali, la neuropatia midollare determina incapacita
di mobilizzare le CPE, mentre il potenziamento del segnale noradre-
nergico o l'utilizzo di stimoli mobilizzanti indipendenti dal sistema
nervoso simpatico permettono di ripristinare, almeno in parte, la mo-
bilizzazione anche nell’animale diabetico (40). In particolare, I'utilizzo
del bloccante recettoriale diretto di CXCR4, recettore implicato pri-
mariamente nelle cinetiche di mobilizzazione e homing delle CPE, &
possibile ottenere mobilizzazione di cellule staminali ematopoietiche
e CPE anche negli animali diabetici indipendentemente dal sistema
nervoso autonomo. Lefficacia di tale trattamento anche nel contesto
del diabete umano & in corso di studio nel trial clinico NCT02056210.

Il modello fisiopatologico che risulta da questa serie di esperienze
cliniche-sperimentali e traslazionali vede un ruolo centrale del midol-
lo osseo, quale sorgente di cellule con attivita rigenerativa nei con-
fronti dell'apparato cardiovascolare (Fig. 4). Le alterazioni midollari
dimostrate nel diabete (microangiopatia, neuropatia, infiammazione)
determinano difetto nella mobilizzazione delle CPE e nei processi di
angiogenesi compensatoria. Come risultato, si ritiene che un basso
livello di CPE circolanti contribuisca a determinare gli outcomes sfavo-
revoli nei pazienti diabetici rispetto ai non diabetici. Interventi farma-
cologici o non farmacologici rivolti ad interrompere questo processo
patologico hanno la potenzialita di fornire nuove opportunita di pre-

venzione cardiovascolare nella popolazione diabetica.
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