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Abstract

L’idrogeno solforato, o acido solfidrico (HzS), & un gas prodotto a livello endogeno che svolge una funzione
protettiva in diversi importanti processi biologici, quali ad esempio I'infiammazione, la regolazione della
pressione arteriosa, e il metabolismo energetico. Gli enzimi coinvolti nella sua produzione sono la ci-
stationina [-sintetasi, la cistationina y-liasi e la 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasi. Nell'insufficienza
renale cronica (IRC), livelli plasmatici bassi di H,S sono stati trovati, sia nel modello murino che nell'uomo.
I meccanismi che portano al deficit di HS nell'IRC sono da ricollegarsi alla ridotta espressione genica della
cistationina y-liasi. E ancora oggetto di studio se tale alterazione influenzi per esempio la progressione
dell'IRC o la sindrome uremica, e soprattutto se interventi terapeutici indirizzati ad aumentare i livelli di
H3S possano essere di beneficio dal punto di vista clinico.

Parole chiave: cisteina, idrogeno solforato, insufficienza renale cronica, ipertensione, omocisteina, uremia

Vasodilatation Caused by Endogenous Hydrogen Sulfide in Chronic
Renal Failure

Hydrogen sulfide, (H2S), is an endogenous gas which exerts a protective function in several biological
processes, including those involved in inflammation, blood pressure regulation, and energy metabolism.
The enzymes involved in HS production are cysthationine P-synthetase, cysthationine y-lyase and
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase. Low plasma HjS levels have been found in chronic renal failure
(CRF) in both humans and animal models. The mechanisms leading to H2S deficiency in CRF are linked to
reduced gene expression of cysthationine y-lyase. Intense research is currently under way to discover the
link between low HaS levels, CRF progression and the uremic syndrome and to determine whether thera-
peutic interventions aimed at increasing HsS levels might benefit these patients.

Key words: chronic renal failure, cysteine, homocysteine, Hydrogen sulfide, hypertension

L’idrogeno solforato: introduzione

L’idrogeno solforato (o acido solfidrico, HzS, figura 1) & un gas tossico noto per il suo tipico
odore di uova marce. Ad alte concentrazioni (oltre 100-150 ppm) paralizza il nervo olfattivo
rendendo impossibile la percezione del suo sgradevole odore, causando poi incoscienza
nell'arco di pochi minuti. Le esalazioni di H,S possono quindi determinare la morte (oltre
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300 ppm), ad esempio laddove & presente materiale organico in decomposizione (sono stati
riportati decessi per inalazione di H,S provenienti da alghe su di una spiaggia) o in impianti
petroliferi e industriali. Tuttavia, bisogna considerare che una teoria oggi molto accreditata
afferma che la vita stessa e iniziata con la capacita di tollerare e poi di produrre HzS per ge-
nerare energia (per es, nei camini idrotermali sul fondo oceanico si sono sviluppate forme di
vita con tali caratteristiche). Durante I'estinzione nel Permiano, quando i livelli di ossigeno
erano molto bassi, i solfobatteri verdi riuscirono a sopravvivere consumando e producendo
H3S. Le specie che si sono sviluppate in seguito sono state comunque quelle in grado di ge-
nerare H3S in piccole quantita. In particolare, una classe di vertebrati che si & evoluta molto
pit tardi, i mammiferi, ha mantenuto questa capacita [1], [2].

L’H,S rappresenta dunque il terzo gasotrasmettitore, dopo l'ossido di azoto e monossido
di carbonio; le osservazioni di Yang et al [3] (full text) hanno recentemente generato un
grande interesse per lo studio delle sue proprieta in fisiologia e in alcuni stati patologici.
Questi ricercatori hanno dimostrato che, in topi recanti la delezione della cistationina y-
liasi, (cistationinasi, CSE; EC 4.4.1.1), uno degli enzimi in grado di generare H3S, quest'ultimo
diminuisce consistentemente nel plasma e nei tessuti, e tali topi sono caratterizzati da iper-
tensione dipendente dall’eta e da un’alterata vasodilatazione endotelio-dipendente.

L’H,S & un acido debole, & cinque volte piu solubile in solventi lipofilici che in acqua ed & in
grado di attraversare le membrane per semplice diffusione, senza che vi sia la necessita della
presenza di recettori di membrana come facilitatori [4] (full text). E stata perd riportata la
presenza di un canale ionico permeabile all’idrosolfito, HS’, nei batteri [5]. In soluzione ac-
quosa, esiste nell’equilibrio: H2S <> HS- + H+ «> S2- + 2H+. Nel plasma e nei fluidi extracel-

Figura 1.
Sorgenti idrotermali e H2S. I camini idrotermali sottomarini (foto sullo sfondo) rappresentano una fonte naturale d’origine dell’H2S di cui é
riportata la formula di struttura, con la relativa raffigurazione tridimensionale.
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lulari, & presente come H3S per il <20% del totale e ~80% come HS'. La forma non dissociata,
H,S, & volatile.

Tre enzimi catalizzano la formazione di HyS (figura 2): la cistationina B-sintasi (CBS, EC
4.2.1.22), la cistationina y-liasi (CSE) e la 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasi (MPST, EC
2.8.1.2).

Questi enzimi sono presenti nei vari organi e tessuti a diversi livelli. In fegato, rene, ente-
rociti, fibrocellule muscolari lisce vascolari e cellule endoteliali, 'H,S & sintetizzato dalla
CSE, mentre nel cervello la sua produzione ¢ attribuibile principalmente alla CBS (figura 2).
Inoltre, la MPST & presente a livello cardiaco, renale e cerebrale e nell’endotelio vascolare.
Tuttavia, il suo contributo alla produzione totale di H,S & limitato, anche perché & neces-
saria la presenza di un agente riducente [6], [7], [8] (full text). In generale, nel sistema car-
diovascolare e nel rene I’'H,S viene prodotto principalmente dalla CSE [9], [10].

La CBS catalizza la formazione di cistationina ed acqua mediante la condensazione di serina
e omocisteina (Hcy), una reazione chiave irreversibile nella via della transulfurazione.
Questa via e collegata al ciclo metionina-omocisteina attraverso 'Hcy. Inoltre, & stato dimo-
strato che la CBS puo catalizzare la formazione di cistationina e H,S mediante la condensa-
zione di cisteina (Cys) e Hcy come substrati alternativi [11] (full text).
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Figura 2.

Biosintesi dell’H2S: enzimi coinvolti e relativa localizzazione tissutale. La via biosintetica utilizza alternativamente i due enzimi della tran-
sulfurazione (sfondo viola), la CBS o la CSE. Un terzo sistema enzimatico ¢ rappresentato dall'azione combinata di CAT ed MST i quali
danno luogo alla formazione dell’H2S, attraverso la formazione dell’intermedio 3-mercaptopiruvato. La prevalente distribuzione tissutale
dei 3 sistemi enzimatici rispetto alla biosintesi dell’H2S & indicata in vari colori. Il rene possiede una significativa attivita di tutti e tre i si-
stemi enzimatici biosintetici. CBS: cistationina--sintasi; CSE: cistationina-y-liasi; CAT: cisteina a-chetoglutarato aminotransferasi (ci-
steina transaminasi); MST: mercaptopiruvato sulfurtransferasi.
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La CSE catalizza la conversione della cistationina a Cys nella via della transulfurazione.
Inoltre, catalizza la formazione di H2S in una reazione che utilizza la Cys, producendo pi-
ruvato, ammoniaca e tiocisteina, la quale a sua volta si decompone in Cys e HzS [9]. Sono
state riportate anche altre reazioni alternative [12] (full text). L’attivita della CSE e regolata
dal complesso calcio-calmodulina [3] (full text).

La vitamina B¢ € necessaria sia per I'attivita della CBS che della CSE sottoforma del suo co-
fattore piridossalfosfato. La MPST catalizza la formazione di HS dal 3-mercaptopiruvato,

un metabolita della Cys, oppure puo trasferire I'atomo di zolfo al solfito (s05%), che forma

tiosolfato (5,03%). La Cys formata dalla CSE pud quindi agire come accettore dello zolfo tra-
sferito dal 3-mercaptopiruvato mediante la MPST [13], [14].

L’H;S si forma anche per via non enzimatica dallo zolfo elementare e da polisolfuri inor-
ganici e organici. Sembra che le proprieta antiipertensive dell’aglio siano dovute proprio al
rilascio di tali composti [15] (full text).

L’emivita dell’'H2S nel plasma & inferiore ai 30 minuti [16]. Per quanto riguarda il suo catabo-
lismo, 'H3S, oltre ad essere presente in forma libera o legata alla sulfemoglobina nella circo-
lazione sanguigna, e anche ossidata intracellularmente a tiosolfato, poi a solfito e a solfato

(S04%). E anche metilato a metantiolo e dimetilsolfuro, mentre nell'intestino una rodanasi
catalizza la formazione di tiocianato. Essendo un agente riducente, I'H2S reagisce con peros-
sinitrito, superossido e altre specie ossidanti [16].

11 dosaggio dell’'H,S nel sangue & attualmente effettuato sia attraverso la misurazione spet-
trofotometrica della formazione di blu di metilene sia con metodi elettrochimici. E stato
recentemente affermato che in realtd questi dosaggi misurano non solo la forma libera
dell'H3S, ma anche le sue frazioni legate alle proteine ed quelle acido-labili. A causa di
tali problemi metodologici, la concentrazione plasmatica normale di HyS & dibattuta [17].
Inoltre, dato che I'H;S aderisce sia al vetro che alla gomma, particolare importanza viene
attribuita all'utilizzo di tubi in plastica. In un recente articolo, Shen et al [18] ha proposto un
metodo piti sensibile e in grado di misurare tutte le forme di HsS.

Meccanismo d'azione

E stato ipotizzato che gli effetti principali dell’'H,S (inteso come quantita totale di HS, sia
dissociato che indissociato) siano dovuti alla S-sulfidrazione delle proteine, mediata dall’'HS-
, che si verifica a livello dei residui di Cys, che porta alla formazione di persolfuri (gruppi -
SSH, [19] (full text)). Per esempio, la sulfidrazione della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi,
¢ in grado di migliorarne notevolmente I'attivita. Inoltre, 'H,S migliora la polimerizzazione
dell’actina [19].

Nel tessuto aortico di topo si trovano livelli molto elevati di HS libero rispetto ai livelli pre-
senti in altri tessuti; & stato dunque proposto che I'HS in forma libera media le sue funzioni
vasoattive, mentre in altri tessuti un meccanismo di tipo recettoriale modula la sua attivita
[20], e si pud ipotizzare che questo meccanismo coinvolga la S-sulfidrazione delle proteine. E
stato inoltre dimostrato che I'H;S agisce sia nel sistema cardiovascolare che in altri sistemi,
riconoscendo sia la guanosina monofosfato ciclico che 'adenosina monofosfato ciclico come
secondo messaggero [21] (full text).
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H2S: modulatore dei processi di ossidazione, apoptosi ed
inflammazione

In generale, 'H2S € un agente protettivo nei processi di ossidazione, inflammazione e
apoptosi, tutti eventi che costituiscono il substrato di malattie acute e croniche, quali
I'ischemia-riperfusione (I/R), l'ipertensione polmonare, I'aterosclerosi, la progressione
dell'IRC e le sue complicanze [1], [2], [14].

Ad esempio, I'HS esercita effetti anti-aterosclerotici attraverso l'inibizione della prolifera-
zione delle fibrocellule muscolari lisce vascolari e la promozione della proliferazione delle
cellule endoteliali [22]. In topi knockout per I'apolipoproteina E [23] (full text), il trattamento
con NaHS, un donatore di HzS, € in grado di ridurre le dimensioni della placca. L'H3S inoltre
previene l'attivazione endoteliale indotta dal Fattore di Necrosi Tumorale-alfa (TNF-a). Il
meccanismo di tale effetto protettivo &€ mediato in parte dalla riduzione dell’attivazione di
ADAM17, un importante metalloproteinasi che catalizza il rilascio di diverse molecole in-
fiammatorie e citochine (figura 3) [24].

L’H,S & un antiossidante, infatti aumenta la concentrazione di glutatione ridotto nei neuroni
[25] (full text), e funge da scavenger per gli anioni superossido, perossido di idrogeno [26] e
perossinitrito [27] inibendo lo stress ossidativo. Recentemente, Yang et al [28] (full text) ha
studiato gli effetti citoprotettivi dell’'H;S in cellule HaCaT trattate con cloruro di cobalto
(CoCl2), un noto agente che mima l'ipossia/ischemia, e che induce stress ossidativo e in-
fiammazione. Le cellule HaCaT derivano dalla trasformazione spontanea dei cheratinociti

o8

H,

ADESIONE
LEUCOCITARIA

VASODILATAZIONE

Figura 3.

Effetti vascolari dell’H2S. Tali effetti comprendono: vasodilatazione e inibizione dell’adesione e della migrazione leucocitaria, con conse-
guente prevenzione della formazione della placca aterosclerotica. I simboli circolari dello stesso colore delle frecce indicano inibizione
(rosso) o stimolazione (blu), rispettivamente.
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umani adulti. Yang ha dimostrato che I'H,S protegge le cellule HaCaT dall’insulto indotto dal
CoCl2 e dalla risposta infiammatoria, inibendo il pathway NF-kB/COX-2 attivato dalle specie
reattive dell'ossigeno (ROS).

Per quanto riguarda l'infiammazione, in letteratura ci sono dati contrastanti che dimo-
strano effetti sia pro- che anti-infiammatori dell'H3S, il che si spiega probabilmente in
base a differenze nella concentrazione diH;S nei modelli utilizzati. Recentemente, Pan et
al [29] (full text) ha dimostrato che nelle cellule endoteliali provenienti da vena ombelicale
umana (HUVEC), I'H3S & in grado di sopprimere 'espressione di Molecola di Adesione Intra-
cellulare-1 (ICAM-1) e della Molecola di Adesione Cellulare Vascolare (VCAM-1), indotta dal
TNF-a, e di inibire I'adesione endoteliale della linea monocitoide U937, attraverso un mec-
canismo che coinvolge I'up-regolazione dell’enzima citoprotettivo eme ossigenasi-1.

Uno studio recente ha inoltre dimostrato che il trattamento con NaHS (10-1000 uM) per 20
minuti potrebbe proteggere le HUVEC ed i fibroblasti (3T3s) dall’apoptosi indotta dall'l/R
[30].

Un lavoro di Calvert et al [31] (full text) ha valutato i potenziali meccanismi di cardiopro-
tezione mediata dall’H;S, utilizzando un modello in vivo di precondizionamento farmaco-
logico. Durante il periodo iniziale di precondizionamento, 'H;S aumenta la localizzazione
nucleare di Nrf2, un fattore di trascrizione che regola I'espressione del gene di una serie di
antiossidanti, e aumenta la fosforilazione della proteina chinasi Ce e di STAT-3. Durante il
periodo tardivo di precondizionamento, 'H2S aumenta l'espressione di antiossidanti (eme
ossigenasi-1 e tioredossina 1), aumenta l'espressione della proteina heat shock 90, 70, Bcl-2,
Bcl-xL, e della cicloossigenasi-2 e inoltre inattiva il proapoptogeno Bad. Questi risultati ri-
velano che gli effetti cardioprotettivi dell’'H2S sono mediati in gran parte da una combina-
zione di antiossidanti e signaling antiapoptotici, in cui & coinvolto Nrf2.

Effetti cardiovascolari del’H2S e controllo della pressione
arteriosa

L’H,S esercita un’azione cardioprotettiva in diversi modelli di danno cardiaco, come I'l[/R
e lo scompenso cardiaco [32] (full text) [33], [34]. L’'H,S & anche in grado di ridurre la pres-
sione arteriosa nel ratto e di indurre vasodilatazione in vasi sanguigni isolati (figura3, figura
4) [34], [35] (full text). I suoi effetti sono mediati dall’apertura dei canali del potassio ATP-
dipendenti nelle fibrocellule muscolari lisce vascolari, indipendentemente dai recettori di
membrana, e in parte attraverso la conduttanza al K+ nelle cellule endoteliali [35] (full text).
Anche altri canali sono coinvolti, rendendo I'H,S un agente multicanale [36] (full text). In-
fatti, 'H,S attiva anche i canali del potassio attivati dal Ca2+ad elevata conduttanza [37] (full
text).

Nel sistema vascolare di ratti spontaneamente ipertesi & stata rilevata una bassa produzione
di HzS, e la sua somministrazione abbassa la pressione sanguigna, mentre la somministra-
zione cronica di un inibitore della CSE induce ipertensione arteriosa [34], [35] (full text).
Come gia menzionato, in topi knockout per CSE, 'HzS & marcatamente ridotto nel siero ed in
molti tessuti; inoltre, sono presenti una marcata ipertensione che aumenta con I'eta ed una
ridotta vasodilatazione endotelio-dipendente [3] (full text). I topi mutanti mostrano ipero-
mocisteinemia e bassi livelli di Cys, come conseguenza del blocco metabolico a livello della
CSE. Inoltre, in questo modello, I'ipertensione non e conseguenza di alterazioni della fun-
zione cerebrale o renale, che sono state trovate inalterate. Uno studio osservazionale in
pazienti con malattia coronarica, ipertesi e fumatori, ha dimostrato che I'H,S nel plasma
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¢ inferiore rispetto ai soggetti normali [38] (full text). Bassi livelli di H,S sono stati trovati
anche in uno studio condotto su bambini ipertesi [39] (full text).

H2S e rene

L’H;S viene prodotto nel rene dall’azione combinata di CBS e CSE, presenti soprattutto nel
tubulo prossimale, ed anche dalla MPST (figura 2).

L’H;S influenza sia il tubulo renale che il sistema vascolare (figura 4). La somministrazione
simultanea in bolo di due inibitori rispettivamente della CBS e della CSE, I'acido aminoos-
siacetico e la propargilglicina, diminuisce la velocita di filtrazione glomerulare (VFG) e
I'escrezione del sodio e del potassio, mentre tali parametri vengono aumentati
dall'infusione di HzS o Cys [40] (full text). Infatti, 'H;S iniettato nell’arteria renale aumenta
il flusso sanguigno renale e la VFG. L'H3S ha pertanto un effetto diuretico, natriuretico e ka-
liuretico. Questi dati sul flusso plasmatico renale e la VFG indicano che 'H,S produce una
vasodilatazione pit evidente a livello delle arteriole pre-glomerulari piti che delle post-glo-
merulari.

In un altro studio [41], tuttavia, i ratti trattati cronicamente sia con acido aminoossiacetico
che con propargilglicina per 4 settimane hanno dimostrato un aumento della pressione san-
guigna, ma la VFG non veniva alterata, mentre il flusso sanguigno renale risultava ridotto.
1l volume urinario e l'escrezione di sodio aumentavano, mentre il flusso sanguigno corticale
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Figura 4.

HgS e patologia renale. Schema riassuntivo delle principali proprieta dell” H2S e dei suoi effetti su organi e tessuti e le relative implicazioni
fisiopatologiche particolarmente in campo nefrologico. Le frecce in colore blu mettono in relazione le vari azioni suddivise per gruppi omo-
genei, rispetto all'organo o sistema bersaglio. Le frecce sottili in rosso sottolineano alcune relazioni di causa-effetto di particolare impor-
tanza in patologia renale e cardiovascolare. I/R: ischemia/riperfusione; VGF: velocita di filtrazione glomerulare; FPR: Flusso plasmatico
renale.
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e midollare erano ridotti. Questi esperimenti indicano che vi sono riduzioni proporzionali
delle resistenze vascolari, sia a livello delle arteriole afferenti che nelle efferenti. Pertanto,
il deficit cronico di H2S sembra causare un aumento delle resistenze vascolari con conse-
guente vasocostrizione renale ed ipertensione sistemica.

Poiché I'H,S viene ossidato a livello mitocondriale in modo pO2-dipendente e la pO; & fi-
siologicamente bassa nella midollare renale, & stato proposto che I'H3S sia un sensore per
I'ossigeno che riequilibra 1’0, stesso aumentando il flusso sanguigno midollare, riducendo
contestualmente il fabbisogno energetico per il trasporto tubulare e inibendo la respira-
zione mitocondriale [42] (full text). Come suggerito da Aminzadeh e Vaziri [43], poiché la
progressione della malattia renale potrebbe essere mediata in parte dall'ipossia midollare,
bassi livelli di H2S potrebbero contribuire in questo modo a tale manifestazione patologica.

Bisogna pero aggiungere che i topi ipertesi CcSE™" dello studio di Yang et al [3] (full text) non
sviluppano danno renale, perlomeno da quanto emerge dagli studi istologici effettuati a
10-12 settimane, e cio contrasta con I'ipotesi che questo gas sia coinvolto nella progressione
della malattia renale.

In un modello di ipertensione renale vascolare nel ratto “two-kidney one-clip”, I'H2S
esogeno riduce la pressione sanguigna, l'attivita reninica plasmatica e la concentrazione
dell'angiotensina II (ma non influisce sull’attivita nel plasma dell’enzima convertitore
dell’angiotensina) e inibisce I'up-regolazione del’RNA messaggero della renina [44] (full
text).

Zavaczki et al [45] ha dimostrato che I'H;S inibisce la calcificazione e la differenziazione in
osteoblasti delle fibrocellule muscolari lisce vascolari, un processo coinvolto nella progres-
sione e nella mortalita cardiovascolare dei pazienti in IRC.

Sen et al ha utilizzato un modello di iperomocisteinemia (topi eterozigoti cBs) sottoposti
ad uninefrectomia, un modello che simula I'IRC, e ha dimostrato che gli animali erano pro-
teinurici e 'H2S plasmatico era diminuito. Nel tessuto corticale renale erano inoltre pre-
senti sia un’aumentata attivita delle metalloproteinasi di matrice 2 e 9 sia I'apoptosi, un
aumento della desmina e una down-regolazione della nefrina, nonché un’aumentata pro-
duzione di ione superossido ed un diminuito rapporto del glutatione ridotto/ossidato. Si &
poi osservato che la supplementazione di HyS era in grado di prevenire la proteinuria, di
attenuare l'attivita della metalloproteinasi di matrice 2, di ridurre I'apoptosi, il rapporto
glutatione ridotto/ossidato e la produzione di ROS (figura 4) [46] (full text). Questi risultati
dimostrano che il danno renale associato all'iperomocisteinemia e correlato alla ridotta pro-
duzione endogena di HS. Pertanto, questo lavoro fornisce la prova che la supplementazione
di H,S (ottenuta mediante somministrazione di NaHS nel ratto) previene il danno renale as-
sociato all'iperomocisteinemia, in parte attraverso le sue proprieta antiossidanti. In questo
stesso modello, Sen et al [47] ha dimostrato che I'H2S up-regola le molecole di adesione e i
mediatori dell'infiammazione e riduce l'infiltrazione macrofagica, la fibrosi interstiziale e la
glomerulosclerosi.

Sen et al ha inoltre dimostrato che il doppio trasferimento genico di CBS e CSE migliora
I'infiammazione delle cellule mesangiali mediata dall’Hcy. L’iperomocisteinemia causa 'up-
regolazione della proteina chemiotattica per i monociti 1 (MCP-1) e la proteina infiam-
matoria macrofagica 2 (MIP-2) nelle cellule mesangiali, riducendo la produzione di H3S.
L'over-espressione dei due enzimi attenua la risposta di queste due molecole infiammatorie,
aumentando la produzione di HyS attraverso la chinasi extracellulare regolata dal segnale
(ERK1/2) e i pathway dipendenti dalla chinasi NH2terminale c-Jun (JNK1/2) [48] (full text).
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Il ruolo antiossidante dell’H,S é stato ulteriormente messo in evidenza da un recente studio
di Untereiner et al. L'H3S ha proprieta citoprotettive nei confronti del metilgliossale, un me-
tabolita reattivo del glucosio associato al diabete e all'ipertensione [49] (full text). In questo

lavoro condotto su topi CSE™", si & visto che un’aumentata produzione di metilgliossale a li-
vello renale (prodotto di glicosilazione avanzata e pro-ossidante coinvolto nella patogenesi
della nefropatia diabetica) & dovuta ad una down-regolazione mediata dall’'H,S del pathway
di PGC-1-alpha. Questo ha sottolineato 'importanza dell’'H2S nella regolazione del metabo-
lismo del glucosio e della produzione del metilgliossale.

1l coinvolgimento dell’H;S nella nefropatia diabetica (figura 4) & stato inoltre messo in evi-
denza nel lavoro di Yuan et al, dove gli autori hanno osservato, in un modello di ratto con
diabete indotto da streptozotocina, una ridotta produzione di HzS e hanno mostrato che la
somministrazione di NaHS, un donatore di H3S, riduceva l'incremento del fattore di crescita
trasformante-beta (TGF-B1) e del collagene di tipo IV nel tessuto renale [50]. In presenza di
alte concentrazioni di glucosio, I'espressione genica e proteica della CSE nelle cellule me-
sangiali renali ¢ diminuita, mentre la proliferazione e la secrezione della matrice extracel-
lulare sono aumentate. Il trattamento con I'NaHS blocca la proliferazione cellulare indotta
dall'iperglicemia e inverte 'elevata sintesi del collageno IV. Inoltre, I'iperglicemia induce la
generazione di ROS che a loro volta up-regolano TGF-B1, portando alla proliferazione delle
cellule mesangiali e ad una eccessiva produzione di matrice extracellulare. Questo studio ha
confermato che l'iperglicemia aumenta la produzione di ROS nelle cellule mesangiali e che
I’'NaHS ¢ in grado di ridurre la produzione di ROS.

Nello studio di Lee et al [51] (full text) gli autori hanno osservato che I'NaHS era in grado
di ridurre, in colture di cellule epiteliali glomerulari, 'accumulo di matrice extracellulare,
I'ipertrofia e la produzione di proteine indotta dalle elevate concentrazioni di glucosio
grazie all'inibizione di mTORC1 (bersaglio della rapamicina nei mammiferi complesso 1) me-
diata dall’attivazione di AMPK.

IRC e H2S: progressione e complicanze

L'IRC ¢ caratterizzata da un’alta mortalita cardiovascolare. Mentre nella popolazione ge-
nerale, il rischio cardiovascolare & diminuito negli ultimi decenni, nei pazienti con IRC cio
non si & osservato. Nuovi biomarcatori, capaci di predire il rischio e utili nella prevenzione
della progressione della malattia, vengono attivamente ricercati. Tra questi, si possono an-
noverare vari metaboliti contenenti zolfo, quali gli aminoacidi tiolici Hcy e Cys e il tioetere
S-adenosilomocisteina. Questi ultimi sono costantemente aumentati nella maggior parte dei
pazienti con IRC, e soprattutto in quelli in emodialisi [52] (full text), [53]. Nel nostro con-
testo, I'Hcy e la Cys, o i loro diretti derivati, sono utilizzati come substrati per la biosintesi di
H;S da parte degli enzimi chiave CBS, CSE e MPST.

L’H2S e diminuito nel plasma di pazienti sottoposti ad emodialisi, come noi abbiamo re-
centemente dimostrato [52] (full text). A riprova di cio, bassi livelli di sulfoemoglobina nei
globuli rossi (un marker putativo di esposizione cronica all’H2S), sono presenti in questa po-
polazione di pazienti, accompagnati da alti livelli plasmatici di Hey e di Cys. L'espressione
genica di CSE in cellule mononucleate del sangue é significativamente piti bassa, realizzando
una condizione in cui si verifica una down-regolazione trascrizionale del gene che codifica
per questo enzima chiave nella produzione di H,S [52] (full text), [54].

L'espressione della MPST ¢ stata trovata invece significativamente aumentata. A livello fun-
zionale, la MPST ¢ implicata nella detossificazione del cianuro, che si trasforma in tio-
cianato. E interessante notare che elevati livelli di cianuro e di tiocianuro si trovano nel
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sangue di pazienti sottoposti ad emodialisi [55] (full text). Possiamo quindi ipotizzare che i
livelli di espressione genica di questo enzima siano aumentati come meccanismo adattativo
alla necessita di disporre dell’eccesso di cianuro plasmatico, tipico dell'IRC.

La riduzione della produzione di HS, dovuta ad una ridotta espressione del gene per la
CSE, puo essere considerata una delle molteplici manifestazioni della sindrome da tossicita
uremica e puo essere a sua volta responsabile di alcune delle sue caratteristiche.

E possibile che una tossina uremica sia in grado di down-regolare gli enzimi che producono
I'H;S, e probabilmente e I'Hcy stessa che funge da inibitore [56]. Chang et al [56] ha dimo-
strato che cio & vero per la CSE. Chiku et al e Singh et al, nel loro accurato studio di ci-
netica enzimatica, hanno indicato che un aumento dell’'Hcy sposta la produzione di HzS
dalla CBS alla CSE [6], [12] (full text), [57] (full text). Questi dati, ottenuti mediante I'uso di
enzimi ricombinanti purificati o con estratti di tessuto, hanno dimostrato che quando I'Hcy
e utilizzata come unico substrato, la produzione di HzS generalmente diminuisce. Un altro
possibile fattore ancora da indagare ¢ il calcitriolo, attivo sulla CBS [58].

Aminzadeh e Vaziri [43] hanno utilizzato un classico modello di nefrectomia 5/6 nel ratto
con IRC per studiare l'espressione proteica della CBS, della CSE e della MPST nel cervello, nel
fegato e nel rene e la capacita di questi tessuti di produrre 'H3S a 6 e 12 settimane di eta. 1l
gruppo IRC é fortemente proteinurico e iperteso a 12 settimane e presenta un importante
stress ossidativo, misurato attraverso diversi marcatori. In particolare, gli autori hanno va-
lutato i livelli dei prodotti finali della lipossidazione avanzata, compresi malondialdeide e
altre sostanze tiobarbituriche acido-reattive. Essi hanno rilevato, inoltre, un aumento dei
marcatori di ossidazione lipidica sia nel plasma che nel rene, accompagnato da un aumento
del glutatione ossidato plasmatico, mentre e stata osservata una diminuzione nel glutatione
ridotto. E’ presente inoltre una significativa up-regolazione dell’enzima che genera il supe-
rossido, NOX4, e una down-regolazione della glutammato-cisteina ligasi, 'enzima che cata-
lizza il primo passo nella biosintesi del glutatione.

Questo modello si associa ad una riduzione della concentrazione plasmatica di H2S a 6 set-
timane e ad una riduzione significativa a 12 settimane. La capacita di produrre H,S a livello
cerebrale non differisce dal controllo; tuttavia, tale capacita nel fegato e rene era ridotta a
6 settimane e ancora di pill a 12 settimane. L’espressione proteica degli enzimi CBS, CSE e
MPST, nel rene, & diminuita a 6 settimane, anche se solo per la CBS questo effetto ¢& statisti-
camente rilevante; mentre a 12 settimane, tutti gli enzimi sono significativamente ridotti.
E chiaro che I'enzima quantitativamente pili importante nel rene, sia in condizioni normali
che nell'IRC, & la CSE (di ~10 volte rispetto alla CBS). Cio & stato confermato da altri studi
recenti sui topi [6], dove la CSE & circa 20 volte piu alta della CBS. Tuttavia, va considerato
che quando si valuta il contributo di questi enzimi sotto una concentrazione del substrato
saturante, la CBS ¢ la principale fonte di H,S nel rene [6].

Nel fegato, sono presenti tutti e tre gli enzimi, ma nei ratti con IRC, la MPST non differisce
dal controllo, mentre la CBS e la CSE sono significativamente ridotte sia a 6 che a 12 set-
timane. Questi risultati danno supporto al concetto che il deficit plasmatico di HaS & di
natura sistemica, e sono conformi all’ipotesi della presenza di uno o piti tossine uremiche
che inibiscano I'espressione sia della CBS che della CSE. Tuttavia, non si pud escludere che
possano essere presenti anche delle modificazioni post-traduzionali [45].

Non tutti i dati sono a favore degli effetti benefici dell’'H;S a livello renale. Infatti, e stato di-
mostrato che il trattamento con propargilglicina (inibitore della CSE), & in grado di ridurre
il danno renale indotto dal cisplatino [59] (full text), e gli stessi risultati sono stati osservati
con I'adriamicina [60]. Questi risultati contraddittori potrebbero, tuttavia, riflettere gli ef-
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fetti pleiotropici della propargilglicina stessa, come ad esempio 1'inibizione esercitata dalla
propargilglicina su altri enzimi; inoltre, possono anche entrare in gioco effetti pleiotropici
di alterazioni della concentrazione di H,S. Della Coletta Francescato et al [59] e Francescato
et al [60], Wu et al [61] (full text) hanno dimostrato che, durante la I/R renale, I'espressione
genica della CBS & ridotta. E stata inoltre osservata una significativa diminuzione
dell’attivita enzimatica della CBS, con conseguente aumento di Hcy e diminuzione dei livelli
di H2S nel rene. Gli autori suggeriscono che questa & una misura protettiva per limitare il
danno. Tuttavia, occorre notare, al riguardo, che la CBS ¢ un enzima altamente regolato
in quanto comprende un sensore per I'eme, viene attivato dalla S-adenosilmetionina, ed &
anche fortemente dipendente dal piridossal-fosfato, tutte variabili che possono essere im-
portanti. D'altra parte, per Tripatara et al, la produzione di H,S da parte della CSE ¢ in grado
di limitare il danno e la disfunzione renale da I/R [62] (full text) e I'espressione della CSE &
aumentata dopo lo stesso danno da I/R [63]. Bos et al [64] (full text) ha inoltre dimostrato,

Infine, abbiamo recentemente dimostrato che, in un gruppo di 131 pazienti, i livelli di
H3S aumentano in modo significativo dopo la dialisi, dando supporto all'idea che la dialisi
elimini una tossina uremica che probabilmente inibisce gli enzimi che generano I'H,S [65].

Nell'IRC vi sono probabilmente meccanismi diversi che portano alla riduzione dell’H;S, ma
ancora molto lavoro resta da fare anche riguardo al ruolo dell’'H,S nella progressione della

Gli Autori dichiarano di non aver ricevuto sponsorizzazioni economiche per la preparazione

Nefrologia
nel topo, che I'ipometabolismo indotto dall’H;S previene il danno renale da I/R.
malattia renale.
Gli Autori dichiarano di non avere conflitti di interesse.
dell'articolo.
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