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Introduzione

La regolazione ossidoriduttiva (o redox) gioca un ruolo fondamentale per la vita e il corretto
funzionamento della cellula. La condizione di equilibrio ossidativo ¢ dinamica ed essenziale per
le funzioni fisiologiche della cellula in quanto molte proteine coinvolte nelle catene di
trasduzione intracellulare dei segnali (recettori, chinasi e fosfatasi, fattori di trascrizione) sono
sensibili alle alterazioni anche lievi di tale equilibrio. Variazioni di piccola entita hanno quindi
significato fisiologico di “modulazione” (1).

Quando, pero, per motivi endogeni (patologie) o esogeni (esposizione a sostanze, radiazioni
ionizzanti), intervengono fattori che alterano la omeostasi redox, si genera il cosiddetto stress
ossidativo cio¢ la condizione patologica causata dalla rottura dell’equilibrio fisiologico, in un
organismo vivente, fra la produzione di specie chimiche ossidanti e la loro eliminazione da parte
dei sistemi di difesa antiossidanti (2). Alterazioni vere e proprie di tale equilibrio inducono
stress ossidativo elevato e prolungato nel tempo con gravi disfunzioni funzionali, danni
cellulari, apoptosi, necrosi, modificazioni epigenetiche. Lo squilibrio redox che compare in un
processo patologico puod essere la causa iniziale del fenomeno patologico, ma anche 1’effetto
finale del processo patologico. Riuscire a chiarire questi aspetti e quindi a comprendere il ruolo
dello stress ossidativo nell’evento patologico puo contribuire significativamente alla scelta
dell’approccio terapeutico e al successo dell’intervento.

E noto che il consumo alcolico pud generare stress ossidativo e questo & uno degli effetti piu
significativi che I’alcol induce a livello cellulare e che sono sotto il controllo di segnali genetici
e molecolari (3). L’alcol induce stress ossidativo sia con azione diretta aumentando la
produzione di specie chimiche ossidanti, sia con azione indiretta riducendo la capacita
antiossidante della cellula. Le conseguenze sono alterazioni di lipidi e proteine e modificazioni
epigenetiche del DNA che ¢ particolarmente sensibile agli effetti dello stress ossidativo.

11 cervello ¢ uno dei principali organi affetti dall’azione dell’alcol e studi recenti dimostrano
che lo stress ossidativo alcol-correlato colpisce soprattutto il cervello (4). Cio accade perché il
cervello ¢ di “per s€¢” un forte generatore di specie ossidanti in quanto utilizza il 20%
dell’ossigeno dell’intero organismo, e anche perché il sistema antiossidante cerebrale ¢ meno
efficace ed efficiente di quello di altri organi come fegato e reni. E stato dimostrato anche che lo
stress ossidativo alcol-correlato pud contribuire in maniera significativa al danno prenatale che ¢
influenzato da un insieme multifattoriale di fattori endogeni ed esogeni che lo modulano con
meccanismi molecolari diversi. Tra i fattori coinvolti nella azione patogena alcol-correlata,
nell’adulto come nel feto, lo stress ossidativo svolge un ruolo significativo tanto che molti studi
clinici sono oggi focalizzati proprio su questo aspetto.

Il presente lavoro riporta sinteticamente alcune evidenze dalla letteratura recente e discute
criticamente alcuni dei risultati di sperimentazioni cliniche condotte dagli autori.
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Metabolismo dell’alcol e stress ossidativo

Il metabolismo dell’etanolo comporta la scissione della molecola ad anidride carbonica e
acqua attraverso gli intermedi acetaldeide e acetato. L’etanolo ingerito ¢ convertito dall’alcol
deidrogenasi nell’aldeide corrispondente cio¢ 1’acetaldeide. Questa molecola viene a sua volta
convertita dall’aldeide deidrogenasi mitocondriale ad acetato che entrera nella biosintesi di
molecole piu complesse (acidi grassi) o nel ciclo di Krebs. I metabolismo dell’alcol ¢
influenzato da fattori genetici poiché dipende dal polimorfismo genetico degli enzimi coinvolti,
ma anche ambientali poiché ¢ soggetto ad induzione dovuta ad esposizione all’etanolo stesso o
ad altri xenobiotici (5). Le vie metaboliche dell’alcol sono tre:

1. Alcol-deidrogenasi (Alcohol DeHydrogenases, ADH)

E il principale enzima coinvolto nella biotrasformazione dell’etanolo. Presenta ampia
specificita di substrato ed ¢ una proteina citosolica codificata da una famiglia poligenica
(sette geni) localizzata sul cromosoma 4. Nell’uomo il metabolismo dell’etanolo mostra
una notevole variabilita dovuta alla genetica e in particolare al polimorfismo dell’allele
ADH2. E stato dimostrato che I’isoforma gastrica dell’ ADH presente nella donna & meno
attiva di quella dell’'uomo e questo genera significative differenze di genere nel
metabolismo dell’alcol (6). L’attivita dell’ADH dipende anche dall’eta: nel bambino,
nell’adolescente e nell’anziano ¢ minore rispetto a quella dell’adulto (7). Le possibili
varianti enzimatiche compaiono con diversa frequenza tra popolazioni di diversa etnia e
si stanno studiando le possibili correlazioni tra tali varianti e il rischio teratogeno
dell’alcol. In particolare, si sta valutando 1’ipotesi che il genotipo ADH2 sia materno che
fetale possa essere collegato alla suscettibilita alla insorgenza di Fetal Alcohol Spectrum
Disorders (FASD) (8).

2. Citocromo P4502E1 (CYP2EL)

E caratterizzato da un’affinita per I’etanolo molto piu bassa di quella dell’ADH. In caso
di consumo moderato ¢ responsabile dell’ossidazione dell’etanolo ad acetaldeide solo per
una quota del 10% circa. Quando il consumo alcolico aumenta o a seguito di assunzione
cronica, ’ADH viene saturata e il contributo di CYP2E1l diventa rilevante. Il
metabolismo catalizzato da CYP2EI converte ’etanolo ad acetaldeide che viene a sua
volta ossidata con rilascio di radicali liberi. Il citocromo P450 2E1 (CYP2EL1) ¢ inducibile
dall’etanolo e contribuisce ad aumentare stress ossidativo e steatosi nei modelli di
esposizione cronica ad alcol. Inoltre, a seguito di consumo cronico di alcol, CYP2E1
aumenta la clearance dell’etanolo e contribuisce all’instaurarsi della tolleranza metabolica
in parallelo alla tolleranza del sistema nervoso centrale. A prova del fatto che il CYP2E1
¢ inducibile dall’etanolo, molti studi dimostrano che il contenuto di CYP2E1 aumenta da
4 a 10 volte in biopsie epatiche di persone che abbiano bevuto di recente (9) Nei bevitori
cronici I’etanolo viene quindi convertito ad acetaldeide molto piu velocemente e si
liberano piu radicali liberi. II binge drinking & un ulteriore fattore di rischio di danno
associato all’induzione di CYP2E1 (10).

3. Catalas
E un enzima appartenente alla classe delle ossidoreduttasi, coinvolto nella
detossificazione della cellula da specie reattive dell’ossigeno. Partecipa solo in minima
parte al metabolismo dell’alcol, arrivando a non piu del 10%, quando 1’alcolemia ¢ molto
elevata.

Tutte e tre le vie metaboliche portano alla formazione di acetaldeide e di radicali liberi
(Reactive Oxygen Species ROS). L’acetaldeide ¢ una molecola estremamente tossica
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responsabile in gran parte degli effetti negativi dell’alcol (11). L’acetaldeide ¢ molto reattiva e
tende a formare addotti proteici e lipidici, stimolando la risposta linfocitaria € macrofagica del
nostro organismo con conseguente produzione di citochine e specie reattive dell’ossigeno e
quindi flogosi e alterazioni immunitarie (12). Inoltre 1’acetaldeide riduce la disponibilita di
antiossidanti a livello epatico, causando la deplezione di glutatione ¢ di SAM (S-adenosil
metionina): la diminuzione di glutatione riduce la difesa dai radicali liberi, e la deplezione di
SAM, che comporta una ipo-metilazione degli acidi nucleici della cellula, potrebbe essere
correlabile con una maggiore probabilita di cancerogenesi. Per quanto riguarda i radicali liberi,
in caso di consumo eccessivo I’alcol induce aumento della produzione di ROS a livello
mitocondriale con effetti anche sul DNA che ¢ particolarmente suscettibile allo stress ossidativo
(13). 1l principale agente ossidante il DNA ¢ il radicale idrossilico (HO¢) che si attacca a diversi
siti reattivi presenti sulle basi azotate e sul gruppo zuccherino fosforilato, provocando
modificazioni epigenetiche quali idrossilazione, apertura dell’ancllo o frammentazione. A
seguito della iperproduzione di ROS aumenta anche la sintesi di malondialdeide che ¢ il
principale prodotto della perossidazione degli acidi grassi polinsaturi ed ¢ causa di citotossicita
nelle cellule causando degradazione delle membrane plasmatiche con conseguenze patologiche
come aterosclerosi, invecchiamento cellulare, malattie cardiovascolari ed epatiche. La
malondialdeide inoltre ¢ in grado di reagire con la deossiadenosina e deossiguanina nel DNA
formando composti mutageni precursori di carcinogenesi.

Globalmente, nel determinare gli effetti dell’alcol entrano in gioco fattori genetici come
I’etnia e il genere, epigenetici e ambientali e cid giustifica I’elevata differenza individuale nella
risposta all’alcol.

Alcol, stress ossidativo e differenze di genere:
evidenze sperimentali

Nel corso degli anni, gli studi alcologici stanno dimostrando che esistono significative
differenze di genere nella risposta fisiologica all’alcol e che € necessario approfondire gli studi
gender-oriented (14). Questa evidenza e le numerose prove del ruolo dello stress ossidativo
nell’insorgenza di patologie alcol-correlate, hanno indotto il nostro gruppo di ricerca ad
approfondire gli studi sperimentali sulle differenze di genere in relazione allo stress ossidativo.
Sono state quindi studiate popolazioni diverse di uomini e donne alcolisti cronici per valutare
eventuali differenze di genere, efficacia/efficienza diagnostica di biomarkers diversi,
fattibilita/praticabilita di diverse procedure analitiche.

Lo studio dei metaboliti reattivi dell’ossigeno (radicale idrossile, anione superossido,
perossido di idrogeno, ossigeno singoletto), i cosiddetti ROM (Reactive Oxygen Metabolites), ¢
stato effettuato tramite test colorimetrico che misura la capacita ossidante del plasma nei
confronti di un cromogeno (un’ammina aromatica modificata) che funge da indicatore. La
popolazione di pazienti alcolisti esaminati era costituita da uomini e donne di eta comparabile
intorno ai 45 anni, ma con differente tempo di esposizione ad alcol in quanto gli uomini
avevano iniziato a bere mediamente 10 anni prima delle donne. I risultati dimostrano che,
globalmente, la media dei valori dei ROM degli alcolisti ¢ significativamente piu alta rispetto
alla popolazione di controllo (p<0,05) ma 1’analisi separata per genere dimostra significativita
per le donne (p< 0,005) ma non per gli vomini: p = 0,17 (15). Studi successivi sono stati
effettuati per verificare i livelli di malondialde (MDA) plasmatica che ¢ considerata, insieme ai
suoi addotti, uno dei piu affidabili bioindicatori di stress ossidativo anche in ambito
neonatologico (16). I risultati dell’analisi della malondialdeide, dosata tramite procedura HPLC
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(High-Performance Liquid Chromatography), dimostrano nelle donne alcoliste concentrazioni
di MDA significativamente piu alte che nei controlli (p<0,0001). Allo studio della
malondialdeide ¢ stato quindi associato lo studio di altri bioindicatori di stress ossidativo cio¢ la
capacita antiossidante e la concentrazione di specie reattive dell’ossigeno nel sangue. Tali
bioindicatori sono stati rispettivamente determinate con il FORT (Free Oxygen Radicals Test) e
il test FORD (Free Oxygen Radicals Defence), test rapidi colorimetrici per la misura nel sangue
intero dei livelli di radicali liberi e di difese antiossidanti (17). I risultati ottenuti confermano
che nelle donne i livelli di stress ossidativo sono piu alti e quindi ¢ maggiore il rischio per la
salute femminile e anche per il feto in caso di esposizione alcolica prenatale. Infatti, studi
recenti stanno aprendo nuove conoscenze sul ruolo dello stress ossidativo nel determinare
I’effetto teratogeno dell’alcol e sui meccanismi biologici implicati.

Stress ossidativo ed effetto teratogeno dell’alcol

L’esposizione alcolica causa aumento dello stress ossidativo negli organi in via di sviluppo
incluso il cervello e anche una breve esposizione pud produrre alterazione dell’equilibrio redox.
Recenti sperimentazioni su modelli animale di FASD dimostrano chiaramente che 1’azione
diretta dell’alcol tramite iperproduzione di ROS, e la azione indiretta tramite disregolazione dei
sistemi antiossidanti endogeni sono implicati nella patologia dei disordini del neuro-sviluppo
(18).

Anche un’esposizione alcolica occasionale pud produrre squilibrio dello stato redox
intracellulare e produrre danno soprattutto a livello cerebrale. Il cervello, infatti, ¢
particolarmente sensibile alle variazioni redox perché ¢ un forte generatore di ROS
(fosforilazione ossidativa) utilizzando il 20% dell’ossigeno consumato dall’intero organismo.
Inoltre ha un alto contenuto di ferro e i neurotrasmettitori come dopamina, serotonina,
norepinefrina, possono reagire spontaneamente con 1’ossigeno generando ioni superossido. Si
ipotizza che I’etanolo induca la iper-produzione di ROS aumentando I’attivita di xantina
ossidasi e NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) ossidasi. Inoltre sembra che
I’alcol diminuisca la capacita antiossidante intracellulare riducendo il glutatione ridotto e
Iattivita di SOD (Super Oxidase Dismutase), catalasi, glutatione perossidasi, glutatione
reduttasi nelle cellule fetali dove peraltro le difese antiossidanti sono inferiori rispetto all’adulto.

Lo squilibrio redox subito durante la vita fetale potrebbe avere effetti a lungo termine e
ridurre I’efficienza del sistema antiossidante nel corso della vita (19). E stato dimostrato che
I’effetto tossico indiretto dell’alcol ¢ correlato alla patologia placentare e che quindi la placenta
ha un ruolo significativo nel danno alcol-correlato. Nelle placente di ratto esposte ad etanolo si
osservano ischemia e/o infarti che ne riducono lo spessore per aumento di necrosi cellulare
compromettendo il passaggio di nutrienti al feto e quindi la crescita intrauterina. L’esposizione
alcolica cronica inoltra ostacola o danneggia la conversione fisiologica dei vasi sanguigni uterini
necessaria per espandere la circolazione materna nella placenta. Gundogan et al. hanno
dimostrato I’impatto dello stress ossidativo alcol-relato sulla funzione del trofoblasto placentare
e quindi il potenziale danno alla gravidanza (20). Inoltre il metabolita acetaldeide attraversa la
placenta e causa direttamente danni allo sviluppo fetale. Tutto cid viene a determinare una
condizione di ipossia che, associata a stress ossidativo e apoptosi, potrebbe spiegare alcune delle
anomalie nello sviluppo cerebrale e anche i problemi comportamentali osservati nei pazienti
affetti da FASD (21).

12



Rapporti ISTISAN 13/36

Conclusioni

I risultati sperimentali dimostrano concordemente che lo stress ossidativo costituisce un
fattore di rischio per chi abusa alcol e che le differenze di genere sono significative. Infatti nelle
donne alcoliste i livelli di stress ossidativo risultano significativamente superiori a quelli
maschili anche se la storia di abuso ¢ di parecchi anni piu breve rispetto agli uomini di eta
comparabile. In gravidanza, cid implica un rischio maggiore sia per la madre che per il feto
anche perché il sistema antiossidante fetale non ¢ cosi efficiente da poter contrastare 1’aumento
delle specie ossidanti. Lo stato dell’arte negli studi sperimentali, pur indicando lo stress
ossidativo come fattore di rischio, dimostra anche che ci sono molti aspetti da chiarire e molti
problemi aperti nella ricerca soprattutto per quanto riguarda lo studio degli effetti dell’alcol in
gravidanza. Tra questi certamente la scelta del modello sperimentale poiché la trasferibilita del
modello di esposizione ¢ un aspetto essenziale per migliorare la comparabilita dei risultati degli
studi su FAS (Fetal Alcohol Syndrome) e FASD. Inoltre, non & noto qual ¢ il periodo
gestazionale di maggiore suscettibilita e quindi quali potrebbero essere la/le finestre
terapeutiche ottimali per 1’eventuale uso di antiossidanti. Sarebbe auspicabile approfondire gli
studi quantificando e comparando i livelli di difese antiossidanti e specie ossidative nei diversi
periodi dello sviluppo. Queste informazioni potrebbero essere utili anche per il trattamento e
indicare se la supplementazione pre-postnatale con antiossidanti e/o particolari vitamine (es. la
viamina B1) potrebbe avere effetti benefici. Alcuni studi hanno dimostrato che il trattamento
con antiossidanti pud migliorare alcuni deficit associati con disordini del neuro-sviluppo come
autismo e¢ ADHD (Attention Deficit Hyperactivity Disorder) ma il tema necessita di
approfondimenti.

Comunque, anche se gli studi clinici sono ancora insufficienti a dare risposte conclusive, le
evidenze sperimentali suggeriscono 1’opportunita di introdurre lo studio dello stress ossidativo
nella diagnostica di routine attraverso l’utilizzo di bioindicatori di stress ossidativo per
evidenziare un danno alcolico soprattutto nelle donne. Anche in ambito di diagnostica ostetrica
e neonatale 1'uso di tali indicatori potrebbe migliorare le conoscenze sui meccanismi
patogenetici ed evidenziare precocemente situazioni a rischio. La disponibilita di biomarcatori
sensibili e specifici, e di metodologie analitiche di elevata affidabilita e praticabilita rende oggi
piu facilmente realizzabile questo obiettivo.
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