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ABSTRACT

Gli inibitori SGLT-2 sono una classe relativamente nuova di farmaci antidiabetici che hanno guadagnato
I’attenzione negli ultimi anni. Dal punto di vista molecolare, attivano una risposta trascrizionale simile
alla restrizione calorica caratterizzata da un’up-regolazione di sensori proteici coinvolti nella deprivazione
di nutrienti quali SIRT1 e AMPK e dalla down-regolazione di mTOR, molecola implicata nella segnalazione
di eccesso nutrizionale. Lo scopo di questa rassegna € illustrare i principali pathway nella deprivazione
dei nutrienti: un complesso quadro meccanicistico responsabile in parte dei benefici cardio-renali che
rendono unici questi farmaci.
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Introduzione
Gli inibitori SGLT2, attraverso la glicosuria, simulano uno stato di carenza calorica.

Le cellule inizialmente riducono le scorte di glicogeno e lipidi, passando da un metabolismo
ossidativo basato sul glucosio all’ossidazione di acidi grassi producendo corpi chetonici come
carburante alternativo per compensare la perdita energetica. Contemporaneamente, lo stato di
deprivazione nutrizionale porta all’attivazione di specifici interruttori molecolari: AMPK (AMP-
activated protein kinase) e SIRT1 con lo scopo di generare moneta energetica extra attraverso
meccanismi di riciclo di componenti cellulari danneggiati tramite autofagia e mitofagia [1].

Inoltre, la rimozione di proteine mal ripiegate, organelli disfunzionali, previene l'insorgenza di
fenomeni quali stress ossidativo, l'inflammazione e I|’apoptosi, privilegiando la salute e Ia
sopravvivenza rispetto alla crescita e replicazione cellulare [2] (Figura 1).

L’attivita degli autofagosomi preserva I'integrita cellulare, soprattutto in organi ricchi di mitocondri
come reni e cuore, caratterizzati da un’intensa attivita metabolica, particolarmente suscettibili a
processi infiammatori e fibrotici soprattutto in presenza di patologia. L'autofagia e mitofagia
rappresentano dunque una importante risposta adattativa e riparativa e la loro disfunzione

predispone alla malattia d’organo [3].
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Materiali e metodi

Abbiamo selezionato da PubMed® studi sperimentali che, utilizzando tecniche di biologia
molecolare, proteomica e analisi su campioni tissutali (sia animali che umani), illustrano il ruolo di

AMPK e SIRT1 quali principali mediatori dei benefici degli SGLT2i (Tabella 1).

Analisi post hoc

SGLT2, EPO Biologia molecolare su modelli up-regulation Eritropoietina [8-11][15—

SIRT1, PGC-1a, HNF4 murin% up-regulation HIF-2a 17]

Knockout Biologia molecolare su modelli R?nm:icf)icrgziilr?eaggltlg ?iz sssrg [19, 20] [21-

SIRT1 murini diabetici e non AMp ! P 24]

infammatoria

knock-in Biologia molecolare su modelli up-regulation HIF- 1a

SIRT1 murini fibrosi tubulointerstiziale [25, 26]

Knockout Analisi su tessuti istologici renali

AMPK. SIRT1 su mo_delll diabetici animali e effacement dei podociti [42, 49]
umani

AGEs Analisi biochimiche e istologiche Podocitopatia. alomerulosclerosi

knockout su modelli diabetici animali e roteinupria 9 [54-58]

AMPK, SIRT1 umani P

knockout Proteomica: leucociti periferici cardiopatia ischemica e dilatativa 61, 77]

0a2-AMPK SIRT1, PGC-1a  umani idiopatica ’

knock-in Proteomica:analisi su campioni — L .

mTORCH1 bioptici endomiocardici umani cardiomiopatia dilatativa [36]

Il ruolo delle sirtuine

Le sirtuine sono una famiglia di deacetilasi istoniche, NAD+ dipendenti, redox sensibili che
catalizzano modifiche post-traduzionali di centinaia di proteine coinvolte nel metabolismo e
nell’'omeostasi cellulare [4].

Nei mammiferi, sono state identificate 7 sirtuine, denominate SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS5,
SIRT6 e SIRT7, localizzate sia nel nucleo che nel citoplasma [5].

SIRT1 la piu grande delle sirtuine, presenta segnali di localizzazione nucleare e
citoplasmatica, suggerendo la possibilita di traslocare tra i due compartimenti cellulari.

SIRT2, principalmente localizzata nel nucleo, & coinvolta nei processi di neurodegenerazione.

SIRT3 coordina I'ossidazione degli acidi grassi. Recenti studi dimostrano che I'inattivazione di
tale sirtuina € associata a disfunzione mitocondriale, malattie neurodegenerative,

cardiomiopatie, sindrome metabolica, disordini immunitari e neoplasie.

SIRT4, localizzata nei mitocondri, regola la secrezione di insulina e metabolismo degli
amminoacidi. Un recente studio dimostra che tale sirtuina attraverso lo splicing alternativo,
modula I'espressione genica di CCN2 (connective tissue growth factor), proteina essenziale
nella regolazione della proliferazione e differenziazione della matrice extracellulare in cellule
tubulari in risposta a TGF-B. Questo lavoro arricchisce la comprensione dello sviluppo della
fibrosi renale offrendo un potenziale approccio terapeutico.
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SIRT5 & coinvolta nei processi di succinilazione, malonilazione e glutarilazione della lisina a
livello mitocondriale. | topi knockout SIRTS mostrano una ridotta attivita della
carbamilfosfato sintetasi 1 (CPS1) con livelli elevati di ammoniaca nel sangue durante il
digiuno.

SIRT6 (proteina nucleare), & essenziale nei processi di riparazione del DNA. Animali privi di
SIRT6 mostrano instabilita genomica, gravi disturbi metabolici e cardiovascolari. Per molti
autori e considerata la proteina della longevita.

SIRT7, scoperta di recente, si comporta come una deacetilasi H3K18Ac, rimuovendo il gruppo
acetile dalla lisina 18 dell’istone H3. Questa azione ha importanti implicazioni per la

regolazione dell’espressione genica nelle cellule tumorali in vivo.

La maggior parte dei lavori disponibili in letteratura documentano un’attivazione diretta di SIRT1 da
parte degli inibitori degli SGLT2, tuttavia iniziano a emergere numerosi studi che indagano sulla
possibilita che questi farmaci influenzino I'attivita di tutte le sirtuine precedentemente menzionate.
Una completa comprensione di tali interazioni potrebbe aprire nuove prospettive terapeutiche non
solo per il trattamento del diabete ma anche di altre patologie (Tabella 2) [6].

Ridotta risposta infammatoria e

SIRT1,3,6 Infiammazione * NF-kB, HIF-1a ) ) [6]
fibrosi
SIRT1 Denutrizione PGC1-a [FOX01 AkmTORC1  ipristino dei livelli di ATP, ridotta [6]
concentrazione di ROS
SIRT1, 3, 6 Stress Ossidativo = T OX01, FOX3a, b5z Bax caspasi = Ridotta concentrazione di ROS, [6]
Nrf2, Bcl2 apoptosi e infiammazione
SIRT1, 3 Ipertensione * * * [6]
SIRT1,2,3,4,6,7 Aterosclerosi * * * [6]
Stimolazione della biogenesi
Scompenso AMPK2a Akt/mTORC1, NF- . . o g
SIRT1,3,6 cardiaco PGC1-a kB, HIF-1a, TGF-B mlFocondn.aIe, rldgzmng [6, 59-62]
infammazione e fibrosi
SIRT1 Coronaropatia * * * [6]
Ridotti livelli di ROS durante la
Damoss  PGCinBuz | MRRNEE  CEEdichemacieimie
SIRT1,3,4,5,6 I_schem_la e Nrf2, FQX01 p53, BAX il fenomeno dell'autofagia [70-80]
riperfusione Beclin1 .
sostenuta durante la fase di
riperfusione
Nefropatia . Riduzione della concentrazione di
SIRT1,3,4 diabetica Beclin1, PGC1-a NF-kB, TGF-B/p-  ps fiprosi, integrita del [20-24]
o AMPK, CCN2 Smad3 . ) o
(podociti) citoscheletro dei podociti
. Riduzione della concentrazione di
Beclin1, AMPK, Akt/mTORC1, NF- - L e
SIRT1,3,6 IRC ULK1, DRP1 kB, HIF-1a, TGF-B ROS, fibrosi, |nt§grlta d.e.I [20-24]
citoscheletro dei podociti
AMPK, Bol-2, biogenes: mitocondrale. npristino
IRA da sepsi, PGC-1aq, Bcl-2, HIF-1a, NLRP3, e : ’
DRP1, CPS1 con » apop
inibita
SIRT1,3 Calcolosi FOX01 * * [25-33]
SIRT1 Necrosi corticale . NF-kB, NLRP3, | i juzione infiammazione e fibrosi | [6, 25-33]
renale HIF-1a
Beclin1, AMPK, Rimozione mitocondri
. ULK1, DRP1, Akt/mTORC1, disfunzionali, ridotti livelli di ROS,
SIRT1 Glomerulopatie FOXO01, FOX3a, P53, BAX, caspasi = incremento della biogenesi [30-33]
Nrf2 mitocondriale
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Energia

La glicosuria da SGLT2i stimola una up-regulation sistemica del segnale di deprivazione nutrizionale
in tutti gli organi del corpo. La privazione di glucosio attiva SIRT1. Quest’ultima, attraverso la
deacetilazione epatica di PGC-la (peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator),
ripristina i livelli di energia tramite la glicogenolisi, gluconeogenesi e I'inibizione della glicolisi.
Inoltre, la sirtuina-1 stimola la biogenesi mitocondriale, favorendo cosi un corretto metabolismo
energetico (Figura 2 a) [7].
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Eritropoietina

Autorevoli studi osservazionali sembrano evidenziare I'esistenza di una relazione diretta tra uso di
SGLT2i e 'aumento di eritropoietina. Un’analisi secondaria dello studio randomizzato EMPA-HEART
ha mostrato che in 90 pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2 e malattia coronarica, dopo 6 mesi
di trattamento con empagliflozin, i livelli di eritropoietina plasmatica erano significativamente
aumentati rispetto al trattamento con il placebo [8].

L’analisi post-hoc dello studio DELIGHT ha mostrato che il 78% dei partecipanti trattati con
dapagliflozin presentava valori aumentati di emoglobina e una significativa riduzione della
ferritina. Questo risultato suggerisce un potenziale effetto sul metabolismo del ferro [9].

Lo studio Empire HF ha evidenziato che, nei pazienti non diabetici affetti da insufficienza cardiaca, il
trattamento con empagliflozin ha favorito un incremento dell’eritropoietina e una riduzione di
epcidina rispetto al placebo dopo 12 settimane [10].

L’analisi post-hoc dello studio CREDENCE evidenzia che il trattamento con canagliflozin, in pazienti
con diabete di tipo 2 e malattia renale cronica, € associato a un aumento dell’eritropoiesi in soggetti
con funzione renale avanzata [11].
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Sono stati proposti diversi meccanismi per tentare di spiegare 'aumento dei valori di EPO durante
I"utilizzo di questi farmaci, tra i piu citati riportiamo: I'ipotesi della riossigenazione corticale renale
indotta da SGLT2i e il fenomeno del riassorbimento contro-regolatorio del sodio a livello distale.

1. Lipotesi della riossigenazione corticale renale nasce dalle osservazioni di Sano e Goto:
I’eccessivo riassorbimento di glucosio impone un eccezionale carico metabolico da parte dei
mitocondri per il funzionamento dei trasportatori localizzati a livello dei tubuli renali
prossimali, causando ipossia tubulo-interstiziale. Tale condizione sarebbe responsabile della
trasformazione dei fibroblasti produttori di eritropoietina in miofibroblasti disfunzionali, i
guali generano solo molecole fibrogeniche [12]. Tuttavia, secondo gli autori, 'uso degli
SGLT2i allevierebbe le richieste metaboliche, migliorando I'ossigenazione nella corteccia
renale e consentendo ai fibroblasti disfunzionali di tornare a un fenotipo capace di
sintetizzare eritropoietina.

2. Lipotesi del riassorbimento contro-regolatorio del sodio a livello distale sostiene che I'azione
degli inibitori di SGLT2 nel bloccare il riassorbimento del sodio nel tubulo renale prossimale
porta a un aumento della consegna di tale ione alle porzioni piu distali del nefrone, dove
viene assorbito da meccanismi contro-regolatori (per limitare I'entita della natriuresi) a
fronte di un maggiore consumo di ossigeno, predisponendo cosi all’ipossia tissutale [13].
Quest’ultima condizione determinerebbe un aumento dei livelli di mRNA di eritropoietina,
come osservato su modelli animali diabetici con ridotta tensione di ossigeno nella corteccia
profonda dopo inibizione acuta e cronica di SGLT2i.

Tuttavia, le prove disponibili non forniscono un supporto univoco per entrambe le ipotesi, inoltre gli
inibitori SGLT2 producono una modesta risposta eritrocitaria anche in pazienti affetti da malattia
renale cronica avanzata. Questa osservazione solleva la possibilita che sia il fegato a contribuire alla
produzione di eritropoietina durante I'uso di questi farmaci [14].

Interazione tra SGLT2i e HIF-2a.: il ruolo di SIRT1

Studi su modelli animali diabetici suggeriscono un ruolo degli inibitori SGLT2 nell’attenuare I’attivita
di HIF-1a e stimolare HIF-2a, contribuendo cosi a ridurre infiammazione e fibrosi, favorendo al
contempo l'eritropoiesi. Come SIRT1 sia in grado di attivare direttamente HIF-2a e tuttora oggetto
di indagine. Recenti lavori hanno dimostrato che I'attivazione del fattore inducibile all’ipossia (HIF)
e dovuta alla deacetilazione di alcuni residui di lisina da parte della sirtuina stessa. A livello epatico,
la deacetilazione di PGC-1a attiva anche il fattore di trascrizione HNF4. Quest’ultimo, legandosi alla
regione N-TAD del complesso HIF-2a/HIF-B/p300/CBP, facilita il riconoscimento da parte della RNA
polimerasi delle sequenze HERs, promuovendo cosi la sintesi epatica di EPO [15]. L’attivazione di
SIRT1, indotta dagli inibitori SGLT2, potrebbe stimolare la produzione di eritropoietina attivando
direttamente HIF-2a (bypassando cosi il controllo della prolina idrossilasi) e HNF4 [16]. Con
I'attivazione di HIF-2a, oltre la sintesi di EPO, viene modulata anche la trascrizione delle proteine
regolatrici del ferro (IRP) che contribuiscono ad alleviare la carenza marziale (Figura 2 b). Sebbene
le tecniche di biologia molecolare forniscano maggiori prove sulla capacita degli inibitori SGLT2 di
sovra-regolare HIF-2a nel cuore, reni e fegato, sono necessari ulteriori studi per confermare o
confutare queste ipotesi [17].

Inflammazione

L'inflammazione € la principale risposta immunitaria che contribuisce a mantenere i tessuti sani
promuovendo la guarigione in caso di infezione o lesione. Tuttavia, la sua persistenza contribuisce
allo sviluppo e all’evoluzione di patologie nuove o gia esistenti. Studi in vitro hanno dimostrato che
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la sovraespressione di SIRT1 in tessuti renali contribuirebbe ad alleviare infiammazione, stress
ossidativo e fibrosi, ritardando la progressione della malattia renale cronica [18].

Il lavoro di Deng e collaboratori mostra che i topi knockout SIRT1, hanno una maggiore probabilita
d’insorgenza di danno renale acuto da sepsi rispetto ai topi wild type trattati con SGLT2i [19].

L'attivazione di Beclin1 stimola I'autofagia, processo essenziale per il mantenimento dell’omeostasi
energetica, cellulare e sopravvivenza dei tessuti, caratterizzato dalla rimozione di elementi tossici i
quali, accumulandosi, sono fonte di stress ossidativo, inflammazione persistente e apoptosi (Figura
2c). Diversi lavori riportano che SIRT1 e direttamente responsabile della downregulation dell’attivita
NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) attenuando la risposta infiammatoria.

Secondo Gao e Zhu, tale meccanismo potrebbe rappresentare una valida strategia terapeutica per
prevenire o attenuare I’AKl indotta da sepsi [20].

Dati su modelli animali evidenziano che SIRT1 influenza la risposta infiammatoria modulando
I’equilibrio tra le cellule Thl (T helper 1) proinfiammatorie e le cellule Treg Foxp3(+) (forkhead box
protein 3) anti-inflammatorie. Il knockout SIRT1 e associato a una maggiore espressione di Thl, con
una amplificazione eccessiva del fenomeno infiammatorio in presenza di microbi (Figura 2 d).

Yang e collaboratori hanno dimostrato per la prima volta che SIRT1 attenua la sintesi di alcune
citochine inflammatorie quali IL-1B e TNF a attraverso la via NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) [21].

La fosforilazione della subunita p65 sul residuo Lys 310 da parte della Sirtuinal determina la
disattivazione del complesso proteico NF-kB con interruzione a valle della cascata inflammatoria
(Figura 2 e) [22].

Per molti autori, questo meccanismo potrebbe avere numerose applicazioni terapeutiche; per
esempio, i risultati di uno studio coreano di Jung e collaboratori suggeriscono che la fosforilazione
della p65 € un possibile bersaglio terapeutico da parte degli SGLT2i per attenuare la nefrotossicita
da cisplatino in pazienti oncologici [23].

Huang et al. suggeriscono che la dapagliflozin riduca la nefropatia acuta da mezzo di contrasto (CIN)
nei topi, tramite la downregulation di NF-kB e HIF-1a [24].

Interazione tra SGLT2i e HIF-1a

| dati di Chen e collaboratori ipotizzano che ci sia una correlazione inversa tra aumento della
concentrazione di SIRT1 e riduzione di HIF-1a. La riduzione di quest’ultima attenuerebbe la via TGF-
B/p-Smad3 responsabile della sintesi di proteine fibrotiche quali fibronectina, COL1A2 e a-SMA,
coinvolte nell’insorgenza ed evoluzione della fibrosi tubulointerstiziale (Figura 2f) [25].

In linea con questi esperimenti, diversi lavori hanno evidenziato che gli SGLT2i, attivando SIRT1,
inducono una riduzione dell’espressione di HIF-1a nelle cellule epiteliali tubulari prossimali di
modelli murini diabetici. Infine Bessho ha trattato topi diabetici maschi con luseogliflozin per 8-16
settimane, osservando una riduzione dell’HIF-1a tubulare corticale, una diminuzione delle proteine
fibrotiche e un aumento dell’attivita della proteina chinasi AMPK [26].

Complesso AMPK

Il complesso AMPK (proteina chinasi attivata dall’adenosina monofosfato) &€ un complesso proteico
composto da tre subunita: a (la subunita catalitica), responsabile dell’attivita enzimatica, B (la
subunita scaffolding), che aiuta a mantenere la struttura del complesso e y (la subunita regolatoria),
che monitora I'equilibrio tra i livelli citosolici di ATP e AMP. La riduzione dei livelli di glucosio indotta
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dagli SGLT2i determina un aumento del rapporto AMP/ATP, condizione ideale per I'attivazione di
tale proteina chinasi, con lo scopo di promuovere processi catabolici per ripristinare i livelli di ATP
[27].

E stato proposto che AMPK promuova upregulation di SIRT1, la quale, attraverso la deacetilazione
PCG-1q, porta all’attivazione di specifici fattori di trascrizione quali FOXO1 (Forkhead box protein
01) implicato nella gluconeogenesi epatica e glicogenolisi e FOX0O3a (Forkhead box protein 03a),
che regola la biogenesi mitocondriale per rigenerare ATP (Figura 3a) [28].

Studi recenti evidenziano che AMPK controlla la via dell’eliminazione selettiva di mitocondri
disfunzionali attraverso I'attivazione di due proteine chiave, quali la DRP1 (Dynamin-related protein
1), che stimola la fissione ovvero la suddivisione dei mitocondri in organelli piu piccoli, per poter
essere successivamente eliminati (mitofagia) per opera della proteina ULK1 (Unc-51 like autophagy
activating kinase 1) (Figura 3b) [29].

Dunque, AMPK rimuove i mitocondri danneggiati, mentre SIRT1 stimola la biogenesi mitocondriale,
entrambe le molecole assicurano un controllo di qualita delle centrali energetiche cellulari,
garantendo vitalita ai vari organi energivori come cuore e rene [30].

AMPK, come SIRT1, attenua la risposta inflammatoria condividendo la pathway di NF-kB. Il knockout
di AMPK ha determinato la sovra-regolazione di TNFa e IL-6 a causa della mancata fosforilazione
della proteina p65 sul residuo Ser276 del complesso proteico NF-kB (Figura 3c) [31].

In generale, questi risultati fanno intravedere per la prima volta una visione conciliante di differenti
vie metaboliche stimolate dai SGLT2i, dovute alle attivita di AMPK e SIRT1, sensori molecolari, noti
da tempo ma mai collegati [32].
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Complesso Akt /mTORC1

La proteina chinasi serina/treonina mTOR (mammalian Target of Rapamycin Complex), attivata in
condizioni di eccesso nutrizionale, promuove la crescita e la proliferazione cellulare. La sua attivita
catalitica & posizionata tra due complessi proteici distinti noti come complesso 1 (mTORC1) e
complesso 2 (MTORC2) con funzioni differenti. La Akt (proteina chinasi B) potenzia I'attivazione di
entrambi i complessi mMTORC, ma viene inibita dalla rapamicina [33].

La segnalazione Akt/mTORC1 influenza centinaia di geni necessari per promuovere le vie anaboliche,
stimolando I'attivita mitocondriale, la replicazione cellulare, I'immunita innata potenziando le vie
proinfiammatorie con rilascio di specie reattive dell’ossigeno (Figura 4 a). Studi su modelli murini
hanno mostrato che I'espressione di mTORC1 e essenziale per la replicazione dei cardiomiociti
durante lo sviluppo fetale. Topi omozigoti mTORC1(-/-) mostrano un fenotipo caratterizzato da
grave cardiopatia rispetto ai topi mTORC1(+/-) [34].

Evidenze sperimentali dimostrano che linattivazione del complesso mTORC1 in topi adulti
determina l'insorgenza di una cardiomiopatia dilatativa severa, frequentemente con esito letale
[35].

Tuttavia, numerosi studi sperimentali su modelli animali hanno documentato che anche una
eccessiva stimolazione & causa di insufficienza cardiaca. Non solo, in ambito clinico i risultati dello
studio di Yano e collaboratori su campioni bioptici endomiocardici di pazienti con cardiomiopatia
dilatativa mostrano un’attivazione miocardica aberrante di mTORC1, la cui intensita € associata alla
gravita della fibrosi cardiaca con prognosi sfavorevole [36].

Inoltre & stato documentato che I'aumento dell’espressione di Akt nel miocardio umano sarebbe
responsabile della transizione dall’ipertrofia ventricolare sinistra ben compensata all’insufficienza
cardiaca scompensata [37]. Questa apparente contraddizione evidenzia la complessita del ruolo di
mTORC1: proteina con una omeostasi finemente regolata. Sia I'iperattivazione che la delezione
possono contribuire all'insorgenza e alla progressione della malattia, mentre la soppressione della
segnalazione della via Akt/mTORCL1 in determinati contesti migliora lo sviluppo della cardiomiopatia
[38].

Sono disponibili numerosi lavori che documentano come I'eccessiva attivita di Akt/mTORC1, in
condizioni di sovraccarico nutrizionale, possa favorire infiammazione e fibrosi contribuendo cosi allo
sviluppo ed evoluzione anche nella malattia renale cronica. In conclusione, mTORC1 potrebbe essere
un biomarcatore per rivelare I'attivita della malattia e prevedere la prognosi del paziente [39].

Pertanto le vie SIRT1/AMPK e Akt/mTORC1 sembrano essere strettamente interconnesse a livello
molecolare. Quando i nutrienti sono abbondanti, prevale la segnalazione mTORC1 per favorire la
crescita e replicazione cellulare. Al contrario, quando i nutrienti sono esauriti, avviene il
silenziamento delle vie anaboliche per preservare l'integrita strutturale e funzionale delle cellule
esistenti; SIRTle AMPK sono fondamentali per questa risposta (Figura 4 b) [40].

Recenti lavori evidenziano che lo stato di deprivazione nutrizionale indotta dai SGLT2i sia
responsabile di una inibizione diretta di Akt, mentre AMPK e SIRT1 attivati contribuiscono alla
inibizione selettiva di mTORC1 (Figura 3c) [41].
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Il ruolo di SIRT1 nel prevenire la podocitopatia

La sindrome metabolica e il diabete mellito di tipo Il sono condizioni in cui I'organismo percepisce
un eccesso di nutrienti. Questo squilibrio metabolico € caratterizzato da una sovra-regolazione della
via Akt/mTORC1 e riduzione del pathway SIRT1/AMPK (Figura 5 a) [42].

Studi sperimentali hanno evidenziato che I'attivazione persistente della via Akt/mTORCL1 in cellule
renali di topi diabetici obesi, indotta da una dieta ipercalorica, & significativamente associata a
inflammazione, podocitopatia, proteinuria e danno renale [43].

Tuttavia, con l'inibizione farmacologica di mTORC1 da rapamicina, si osserva un aumento della
densita degli autofagosomi, riduzione di stress ossidativo e apoptosi [44].

Nello specifico, & stato osservato che il blocco del pathway Akt/mTORC1 podocitaria, su colture
cellulari animali e umane, per opera degli SGLT2i, & associato a un aumento dell’attivita SIRT1 e
AMPK, con benefici relativi agli outcome renali [45]. Recentemente e stato documentato che
I'insulina riduce direttamente I'attivita di SIRT1 interagendo con una sequenza specifica nella
regione N terminale della sirtuina (Figura 5 b) [46].

Successivi studi su modelli animali hanno evidenziato che I'induzione sperimentale di SIRT1 e di PGC-
la nei podociti riduce significativamente I'albuminuria [47]. Il lavoro di Chuang su topi
geneticamente modificati con silenziamento inducibile e reversibile di SIRT1 ha mostrato che la sua
delezione aggrava il danno podocitario, mentre la sua espressione riduce significativamente
I"'accumulo di mitocondri dismorfici nei podociti contribuendo cosi all’integrita strutturale del loro
citoscheletro [48].

Dugan ha osservato una significativa riduzione dell’espressione della proteina AMPK sia su colture
cellulari di topi diabetici che su vetrini istologici di tessuto renale di pazienti affetti da nefropatia
diabetica [49]. Lim e collaboratori ipotizzano che la riduzione della proteinuria, osservata in topi
trattati con cinacalcet, potrebbe essere dovuta all’azione del calciomimetico, in grado di attivare
selettivamente la proteina AMPK podocitaria [50].
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La riduzione delle attivita SIRT1/AMPK nei podociti innesca una serie di eventi deleteri per la cellula,
dovuti alla ridotta densita degli autofagosomi, responsabili della progressiva scomparsa dei pedicelli
(Figura 5 c) [51].
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Il ruolo deqli SGLT2i nella podocitopatia AGEs-correlata

Recenti studi epidemiologici hanno evidenziato come, nella nefropatia diabetica, I’attivita autofagica
venga ulteriormente attenuata dai prodotti finali della glicazione avanzata (AGEs), compromettendo
in modo irreversibile la degradazione del contenuto degli autofagosomi [52].

Pertanto, I'accumulo citoplasmatico di molecole parzialmente digerite, pud innescare e amplificare
complessi fenomeni citotossici che culminano in apoptosi (Figura 5 d) [53].

Gli AGEs vengono principalmente endocitati dai tubuli prossimali renali e, nel tentativo di essere
degradati dai lisosomi, quest’ultimi vanno incontro a disfunzione enzimatica. Recentemente sono
stati quantificati, attraverso tecniche analitiche (immunofissazione, cromatografia e spettrometria
di massa), anche all’interno di altri distretti cellulari [54].

Nuove ricerche hanno evidenziato il ruolo cruciale della disfunzione lisosomiale AGEs-correlata
responsabile del fenomeno dell’effacement dei podociti, una condizione che altera la barriera di
filtrazione glomerulare favorendo I'insorgenza di glomerulosclerosi e proteinuria [55].

Liu e collaboratori, su modelli animali, sono riusciti a inibire la formazione degli AGEs con la
piridossamina, osservando la riattivazione dell’autofagia e della mitofagia [56].

Alla luce di tali dati, gli autofagosomi iniziano a essere considerati come marcatori: un aumento della
loro densita nei podociti presagisce un ridotto rischio di progressione di malattia renale in soggetti
diabetici, mentre una diminuzione della loro concentrazione & considerata un fattore prognostico
negativo soprattutto in casi di trapianto renale [57].

Hob e Chen sono convinti che I'attenuazione farmacologica della disfunzione autofagica possa
rappresentare una nuova valida terapia per prevenire il danno podocitario e ridurre la proteinuria
nella nefropatia diabetica [58].
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Numerose pubblicazioni convergono sul ruolo che la regolazione positiva dei sensori molecolari
SIRT1/AMPK da parte degli SGLT2i rappresenti una valida strategia terapeutica per rallentare la
progressione del danno renale. Contemporaneamente, sarebbe cruciale identificare nuovi approcci
farmacologici utili a rimuovere gli AGEs, potenziando cosi il turnover cellulare e mitocondriale.

Disfunzione della segnalazione dei sensori di bassa energia nel tessuto cardiaco

Effetti cardioprotettivi degli SGLT2i durante la fase ischemica

Numerosi studi evidenziano il ruolo cruciale della sovraregolazione della proteina SIRT1 nel recupero
funzionale cardiaco dopo un evento ischemico seguito da riperfusione (I/R). Tuttavia, i dettagli
molecolari dei benefici di SIRT1 nell’attenuare il danno da I/R non sono ancora completamente
chiariti. La maggior parte dei lavori ha associato alla sirtuina la proprieta di modulare diversi processi
patofisiologici, come lo stress ossidativo, I'inflammazione, I'apoptosi e I'autofagia, attraverso
I'interazione con specifici fattori di trascrizione (Figura 6) [59].

In un modello sperimentale di I/R, topi knockout SIRT1 hanno evidenziato un aumento significativo
della concentrazione di radicali liberi dell’ossigeno (ROS), correlato a un maggior danno cellulare a
livello cardiaco. Al contrario, la sovraespressione di SIRT1 ha esercitato un effetto protettivo,
riducendo la tossicita da ROS attraverso I'attivazione del fattore di trascrizione FoxO1 con aumento
della sopravvivenza dei cardiomiociti (Figura 6 a) [60].

Zhoo e collaboratori hanno evidenziato che I'upregulation di SIRT1, mediante vettori adenovirali su
cardiomiociti isolati, determina I'attivazione di Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) che
promuove la sintesi di proteine antiossidanti contribuendo cosi alla riduzione della concentrazione
di ROS (Figura 6 a) [61].

Come gia discusso in precedenza, il ruolo di SIRT1 nell’attenuare l'inflammazione riducendo
I'espressione di fattori pro-infiammatori quali IL-6, TNF-a e IL-1B nei cardiomiociti, attraverso
I'inibizione delle vie NLRP3 e NF-kB e stato ampiamente documentato con tecniche di Western
Blotting e Immunoistochimica su colture cellulari di modelli murini (Figura 6 b) [62].

Durante il fenomeno di I/R miocardica, si verifica un eccessivo accumulo di ferro con rilascio di
radicali liberi stimolando la ferroptosi, una forma letale di morte cellulare, che contribuisce allo
sviluppo di malattie cardiovascolari. La sovraespressione di SIRT1 é riuscita a mitigare questi effetti
deleteri, aumentando la sopravvivenza dei cardiomiociti con riduzione del danno tissutale in vitro
[63].

SIRT1, inibendo I'attivita trascrizionale di p53, contrasta I'apoptosi e promuove la sopravvivenza dei
cardiomiociti in condizioni di carenza di nutrienti [64].

Contemporaneamente, l'up-regulation di PGC-1a da parte della Sirtuinal determina l'inibizione
dell’espressione di Bax (proteina pro-apoptotica) e I’attivazione della Bcl-2 (proteina anti
apoptotica), proteggendo ulteriormente i cardiomiociti dall’infortunio (Figura 6 c) [65].

Gli effetti cardioprotettivi da SIRT1 sono ulteriormente amplificati dalla proprieta di modulare
I'autofagia, processo adattativo e compensativo di pulizia cellulare che garantisce I'omeostasi
cellulare ed energetica attraverso la rimozione di aggregati proteici disfunzionali accumulatisi per
inibizione del sistema ubiquitina-proteasoma dovuta dall’ischemia (Figura 6 d) [66].

Sybers e collaboratori, tramite microscopia elettronica, hanno osservato la formazione di vacuoli
autofagici contenenti organelli disfunzionali in cellule miocardiche di ratto dopo un evento
ischemico [67].
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Le osservazioni di Decker su cuori di coniglio dopo 20 minuti da un insulto ischemico, hanno
evidenziato che I'aumento di densita delle vescicole autofagiche sarebbe correlato direttamente a
una riduzione di fenomeni necrotici [68].

Yan e collaboratori hanno notato che i marcatori di autofagia cardiaca in modelli murini non solo
aumentano dopo evento di ischemico, ma presentano addirittura un’esacerbazione durante la fase
di riperfusione [69].

Si ipotizza che l'autofagia potenziata svolgerebbe un ruolo essenziale per la protezione e
sopravvivenza delle cellule cardiache durante un insulto I/R. Al contrario, le ricerche di Levine
suggeriscono pero che il fenomeno dell’autofagia sostenuta, che si verifica durante la riperfusione
dopo un evento ischemico, puo risultare addirittura deleterio per la sopravvivenza stessa dell’organo
[70].

Sembra che I'autofagia assuma un ruolo duale nell’l/R miocardica. Durante la fase ischemica,
I'attivazione autofagica rimuove i rifiuti metabolici in eccesso, organelli disfunzionali e ROS per
garantire sopravvivenza dei cardiomiociti (Figura 6 d), mentre I'autofagia sostenuta durante la
riperfusione causerebbe I'esaurimento delle componenti intracellulari fino a morte cellulare (Figura
6e)[71].
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Effetti cardioprotettivi degli SGLT2i durante la riperfusione

Mokhtari e collaboratori ritengono che I’elevata concentrazione di ROS possa essere responsabile
del processo autofagico potenziato [72].

| ROS possono indurre I'up-regulation di Beclin-1 (gia attiva) nei cardiomiociti durante la fase di
riperfusione (Figura 6 f). Diversi studi hanno mostrato che I'autofagia indotta da ROS-Beclin-1
durante la riperfusione & di tipo eccessivo. Nella fase iniziale dell’ischemia, I’attivazione di Beclinl &
necessaria per l'inizio dell’autofagia, ma un’elevazione sostenuta di Beclin-1 durante la fase di
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riperfusione porta a un’iperattivazione del processo autofagico. Il knockdown di Beclin-1 nelle
cellule miocardiche ha inibito significativamente tale processo durante la riperfusione,
promuovendo la sopravvivenza cellulare [73]. Oltre alla via ROS-Beclin-1, la riperfusione puo
amplificare il fenomeno dell’apoptosi, alterando I’equilibrio tra Bcl-2 e Bax, favorendo quest’ultima,
innescando cosi il rilascio di fattori che attivano le caspasi (Figura 6g) [74]. Pertanto, I'uso degli
SGLT2i durante l'intero periodo ischemico determina una riduzione delle concentrazioni di Bax e
ROS, impedendo I'attivazione di apoptosi e autofagia prolungata durante la fase di riperfusione
salvaguardando la salute e sopravvivenza dei cardiomiociti (Figura 6h) [75].

Effetti cardioprotettivi deqli SGLT2i nello scompenso cardiaco cronico

Un cuore che va incontro a scompenso & spesso visto come carente di energia, ma lo stato
metabolico del miocardio nell’insufficienza cardiaca € complesso. Il cuore sano genera ATP, ma
durante lo scompenso I'assunzione di acidi grassi e glucosio nei cardiomiociti € mantenuta, tuttavia
il consumo di entrambi da parte dei mitocondri disfunzionali & ridotto. Di conseguenza, lipidi e
intermedi del glucosio si accumuleranno nel citoplasma, segnalando la presenza di un eccesso di
nutrienti intracellulari, con attivazione della via Akt/mTOR e attenuazione della via a2-AMPK

(isoforma cardiaca di AMPK) /SIRT1 (Figura 7) [76].

In ambito clinico, & stata documentata la ridotta attivita di SIRT1 e PGC-1a, non solo sui leucociti
periferici di pazienti affetti da cardiopatia ischemica e dilatativa idiopatica, ma anche su campioni
istologici di cuori di pazienti deceduti per le medesime patologie [77].

Inoltre, Wang ha individuato mutazioni puntiformi di PGC-1a in alcuni soggetti affetti da cardiopatia
[78]. La downregulation dei sensori molecolari della deprivazione nutrizionale e la costante
attivazione della via di abbondanza di nutrienti sono responsabili della ridotta densita degli
autofagosomi e di elevate concentrazioni di ROS. Per molti, I'assenza di vacuoli autofagici nel cuore
umano rappresenta un indicatore di prognosi sfavorevole [79]. Prove sperimentali su modelli
animali, indipendentemente dallo stato diabetico, dimostrano che gli interventi atti a promuovere
la segnalazione di AMPK2a /SIRT1 sono efficaci nel contrastare lo stress ossidativo, I'infiammazione,
la fibrosi e di conseguenza ridurre il rischio sviluppo di cardiomiopatie [80].

Scompenso cardiaco

T Mitocondri disfunzionali

T lipidi e intermedi del glucosio nel
citoplasma

v

T Eccesso di nutrienti intracellulari

X

a2-AMPK/SIRT1 Akt/mTOR |
PGC-1a - Vacuoli autofagici
| ROS *

|

T Inflammazione

t Fibrosi
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Sintesi e conclusioni

Gli studi sperimentali e clinici precedentemente esposti dimostrano che gli SGLT2i inducono un
peculiare profilo di effetti cardio- e reno-protettivi non spiegabili solamente con la glicosuria. Essa
stessa, infatti, funge da stimolo per azioni cellulari e molecolari volte a preservare la salute di tutti
gli organi e tessuti a prescindere dall’espressione di SGLT2. La stimolazione coordinata di
SIRT1/AMPK/HIF-2a esercita effetti diretti sull’efficienza del metabolismo energetico, eritrocitosi,
prevenzione della podocitopatia e inflammazione tubulointerstiziale. La segnalazione SIRT1/2a-
AMPK é cruciale nell’attenuare la disfunzione e la morte dei cardiomiociti dopo un evento ischemico
seguito da riperfusione. Il silenziamento della via Akt/mTORC1 contribuisce inoltre a rallentare
I’evoluzione della insufficienza cardiaca e renale (Tabella 3).

Non solo SIRT1: anche altre sirtuine vengono attivate, esplicando effetti tessuto-specifici che sono
attualmente oggetto di approfondita ricerca. Ulteriori approfondimenti sperimentali, integrati da
osservazioni cliniche, sono indispensabili per decifrare le complesse interazioni molecolari e le
risposte cellulari indotte da questa classe di farmaci, aprendo nuove prospettive per strategie
terapeutiche mirate alla prevenzione e al trattamento delle patologie cardiorenali
indipendentemente dallo stato diabetico.

SIRT 1-7 NLRP3, L-18 e TNF a, NF-kB,
1 Omeostati cellulare, integrita strutturale e funzionale degli organi | | Stress ossidativo, infammazione, apotposi
SIRT1, PGC-1a. HIF-1a
1 Glicogenolisi, gluconeogenesi, biogenesi mitocondriale | Fibrosi tubulointerstiziale
HIF-2a, HNF4 Akt/mTORC1
1 Eritropoiesi, 1IRP | Proteinuria
| Cardiomiopatia dilatativa, ipertrofia ventricolare
AMPK Bax, P53, ROS
1 Integrita strutturale dei podiciti | Ferroptosi, stress ossidativo
1 Preservare la funzione renale 1 Cardioprotezione da ischemia
2a- AMPK ROS, Bax, Capsasi
1 Preservare la funzione cardiaca 1 Cardioprotezione da riperfusione
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