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PARTE GENERALE



BIOLOGICAMENTE ATTIVE

INOSITOLO: FORME

L’inositolo o cicloesano-1,2,3,4,5,6-esolo e un polialcool a sei atomi di carbonio

con struttura ciclica e con formula C¢H1,06 0 (-CHOH-)s. ESso presenta analogie con

gli zuccheri, ma non e dotato di proprieta riducenti. E> molto diffuso nell’organismo

animale ed entra nella costituzione di alcuni biocomposti del gruppo dei fosfolipidi

(inositol-cefaline) (Bruni. 1999) L’inositolo € presente in natura sotto forma di nove

possibili isomeri (Fig. 1). Tra questi il mioinositolo & presente in quantita preponderante

nei sistemi biologici e rappresenta la forma di primario interesse dal punto di vista

biologico e metabolico (Synonyms in PubChem, Synonyms in Commonchemistry.org)

(Fig. 2).
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Figura 1. Isomeri dell’inositolo
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L'isomero mioinositolo & un meso-composto che quindi risulta otticamente inattivo.
Gli altri stereoisomeri sono: scyllo-, muco-, D-chiro- e neo-inositolo. Infine gli altri
possibili isomeri sono: allo-, epi-, e cis-inositolo. Come si puo dedurre dal loro nome, i

due chiro-inositoli sono ’'unica coppia di enantiomeri.

Mioinositolo

OH

HOW__~_ .OH
HO™ . “OH
OH

8 OH OH4

HO ? OH

1 3

Nomenclatura IUPAC

cis-1,2,3,5-trans-4,6-Cyclohexanehexol

Proprieta

Formula Molecolare CeH120s
Peso Molecolare 180.16 g mol ™
Densita 1.752 glcm?3
Temperatura di ebollizione 225-227 °C

Figura 2. Proprieta chimico-fisiche del mioinositolo


http://en.wikipedia.org/wiki/Scyllo-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Muco-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/D-chiro-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Neo-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/L-chiro-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Allo-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Epi-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Cis-inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_formula
http://en.wikipedia.org/wiki/Molar_mass

Il mioinositolo € classificato come un componente del complesso vitaminico B
(riferendosi ad esso come B8) ed é sintetizzato dall’organismo. La Fig. 3 mostra la

conformazione del mioinositolo.

axial

equatorial

Figura 3. Conformazione del mioinositolo (Parthasarathy & Eisenberg. 1986)

Dalla figura e possibile apprezzare la linea spezzata che collega i centri di ciascun
tetraedro e che traccia la forma a sedia caratteristica degli inositoli (Parthasarathy &
Eisenberg. 1986).

Figura 4. Rappresentazione della forma a sedia degli inositoli (Parthasarathy & Eisenberg. 1986)

Per analizzare la stereochimica del mioinositolo ¢ utile fare riferimento alla Fig. 4,
nella quale e possibile osservare il diagramma di una disposizione termodinamicamente
favorevole di un anello tetraedrico a sei atomi di carbonio (Parthasarathy & Eisenberg.
1986), che é la struttura base dei cicloesanoli, comunemente noti come inositoli.

Nelle configurazioni “a sedia” non planari, energeticamente favorite, 1 sostituenti
possono disporsi in posizione assiale oppure equatoriale, nella quale sono piu stabili:
per questo le molecole di inositolo tendono ad avere la conformazione in cui il maggior

numero di gruppi OH sono in tale posizione di legame. Uno o piu gruppi ossidrilici
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possono essere sostituiti da gruppi fosfato, ma i composti con numero di sostituzioni
inferiore a sei sono presenti in natura solo come intermedi di reazioni biochimiche o
come prodotti di idrolisi.

L’inositolo fa parte dei ciclitoli, che sono poli-idrossi-cicloalcani (Bruni. 1999). La
nomenclatura dei ciclitoli & stata per lungo tempo molto imprecisa tanto che solo dal
1977 la commissione internazionale IUPAC-IUB ha attribuito nomi ufficiali ai
fosfolipidi contenenti inositolo. Tuttavia, nomi errati di questi fosfolipidi continuano ad
apparire su libri di testo e riviste (Parthasarathy & Eisenberg. 1986; Baillargeon & al.,
2010).

In natura 1’inositolo si trova comunemente nella sua forma libera, legato a
fosfolipidi (fosfolipidi di inositolo) e come acido fitico (inositolo esafosfato)
(Baillargeon & al., 2010). Il fosfatidilinositolo (PI), fosfolipide nel quale I’inositolo ¢
legato al fosfato, € la principale forma di inositolo presente nelle cellule dei mammiferi
e nelle membrane subcellulari. Esso rappresenta il 2-12% dei fosfolipidi totali contenuti
nei tessuti dei mammiferi (Baillargeon & al., 2010). E’ il precursore di importanti
composti fosforilati di membrana: fosfatidilinositolo-monofosfati (PI-3-P, PI-4-P [PIP],
PI1-5-P); fosfatidilinositolo-bifosfati  (P13,4-P, PI-45- P, [PIP;], PI-3,5-Py);
fosfatidilinositolo-trifosfato (PI-3,4,5-P3 [PIP3]). PIP e PIP; sono i piu abbondanti, dal
momento che costituiscono circa il 60% del totale dei fosfatidilinositol-fosfati. PI-4,5-
trifosfato, un secondo messaggero solubile prodotto dalle fosfolipasi C (PLC),
interagisce con varie proteine di membrana modulandone la funzione. |
polifosfoinositidi,  fosfatidilinositolo ~ 4-fosfato  (PIP,  difosfoinositide), e
fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato (PIP,, trifosfoinositide), sono presenti in tracce in
numerosi tessuti, sebbene le loro concentrazioni tendano ad essere piu elevate nel
sistema nervoso (Baillargeon & al., 2010).

Il mioinositolo, essendo il precursore della sintesi dei fosfoinosidi, costituisce il
sistema di trasduzione del segnale del Pl che & noto per essere coinvolto nella
regolazione di diverse funzioni cellulari, compresa la proliferazione cellulare. Inoltre,
numerosi studi hanno suggerito che il mioinositolo svolga un ruolo importante nella
crescita, morfogenesi e citogenesi cellulare, nella sintesi dei lipidi e nella struttura delle
membrane cellulari (Baillargeon & al., 2010).

Negli ultimi anni e sempre piu studiata I’importanza dell’attivazione del ciclo del PI

nella trasduzione di diversi tipi di stimolazioni attraverso la membrana plasmatica, che &
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attivata in risposta a stimoli ormonali o di altri mediatori e coinvolge un’idrolisi
recettore-dipendente di un precursore lipidico dell’inositolo al fine di generare 1’1,4,5-
trifosfato inositolo (IP3 ) (Clements & Darnell. 1980).

Di considerevole interesse risulta I’inositolo sotto forma di fitato, che & un
componente comunemente presente in molte piante di uso alimentare, e la cui
conformazione chimica e inositolo esakis (diidrogenofosfato). L’acido fitico costituisce
la forma piu abbondante di fosforo in natura e di inositolo nei semi, ma viene anche
accumulato in altri tessuti vegetali e organi quali polline, radici e tuberi (Cosgrove.
1980; Ruby. 1997; Honke & al., 1998). Il fitato costituisce circa il 4-5% del peso secco
dei semi e circa il 60-80% delle riserve di fosfato in essi presente. La maggior parte
dell’acido fitico presente nei semi & accumulato sotto forma di fitati ed & depositato in
inclusioni dei corpi proteici dette globoidi (Lott. 1984; Reddy & al., 1982; Raboy. 1990;
Ruby. 1997). Sono disponibili numerosi dati riguardo al contenuto di fitati in diversi
prodotti di origine vegetale, che puo rappresentare fino al 75% del fosforo totale
presente nei semi di cereali (Baillargeon & al., 2010).

In soggetti umani normali a digiuno, la concentrazione plasmatica di inositolo varia
tra 10 e 50 umol/L. E’ stato stimato che il latte umano contenga circa 0,6 millimoli al
3°-7° mese di lattazione. E’ stato stabilito inoltre che un bambino di 6 mesi, che pesa 7,5
Kg e viene allattato al seno, assume quasi 130 mg di inositolo al giorno (Baillargeon &
al., 2010).

Per quanto concerne il mioinositolo, e stato calcolato che, approssimativamente,
I’ammontare della quantita di questo composto presente in una dieta da 2500 Kcal di un
americano medio sia approssimativamente di 900 mg, dei quali il 56% legato a
fosfolipidi (Clements & Reynertson. 1977). Quasi tutto il mioinositolo ingerito (99,8%)
e assorbito dal tratto gastrointestinale. Infatti la concentrazione di mioinositolo nel
pasma e circa 30 pmol, con un’emivita di 22 minuti (Clements & Reynertson. 1977).

In contrasto con la bassa concentrazione di mio-inositolo nel plasma, la sua
concentrazione nel sistema nervoso periferico & molto alta (approssimativamente 3.0
nmi nel ratto) (Greene & al., 1975). Inoltre, anche i livelli di inositolo libero misurati
nel cervello, nel liquido cerebrospinale e nel plesso coroideo sono piu elevati rispetto al
plasma (Baillargeon & al., 2010).

Per quanto riguarda 1’apparato riproduttivo maschile, gia a partire dagli anni *60 si

era a conoscenza degli elevati quantitativi di inositolo libero presenti in questo distretto.
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Infatti, concentrazioni elevate sono state misurate nei testicoli e nei fluidi prostatici
dell’epididimo ¢ vescicolari (Hinton & al., 1980). Il liquido seminale dei mammiferi e
quindi una delle fonti piu ricche di inositolo sia libero che legato a fosfolipidi (IP3), con
una concentrazione piu elevata rispetto al sangue (Baillargeon & al., 2010; Walensky &
Snyder. 1995).

Una delle funzioni importanti che 1’IP3 potrebbe svolgere nell’apparato riproduttivo
maschile & la mobilizzazione del calcio che, a sua volta, attiva la fusione nucleare delle
vescicole in vitro (Sullivan & al., 1993). Di conseguenza, la liberazione del calcio
dall’acrosoma potrebbe svolgere un ruolo importante nel promuovere la fusione delle
membrane ¢ quindi 1’esocitosi (Walensky & Snyder. 1995).

Anche il mioinositolo regola diversi tipi di processi cellulari, modulando la
mobilizzazione intracellulare del calcio in molteplici sistemi cellulari (Michell & al.,
1981; Berridge & Irvine. 1984). Sebbene molti di questi dati derivino da studi condotti
su cellule somatiche, si sta accumulando un’evidenza clinica crescente a sostegno del
fatto che questi processi siano correlati anche allo sviluppo dei gameti, compresa la
maturazione ovocitaria e spermatica, la fertilizzazione e il primo sviluppo embrionale
(Baillargeon & al., 2010).

E’ stato infine ipotizzato che possa esistere una relazione tra la concentrazione del
mioinositolo all’interno del fluido follicolare e la qualita ovocitaria, Sia poiché i
fosfolipidi a base di inositolo (di cui il mioinositolo & precursore) sono ritenuti
responsabili di importanti segnali intracellulari essenziali per lo sviluppo degli ovociti,
sia perché il mioinositolo sembra migliorare la maturazione in vitro degli ovociti
(Baillargeon & al., 2010).
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METABOLISMO DELL’INOSITOLO

BIOSINTESI

La famiglia dei fosfolipidi inositolici ha la caratteristica di essere localizzata, a
differenza di altri, nello strato profondo della membrana cellulare (lato citoplasmatico),
in corrispondenza del quale & chiamata a svolgere importanti funzioni sia come
componente di lipidi strutturali, che come molecola coinvolta nella trasmissione di

“segnali” biologici (Bolognani & Volpi. 1999).

Glucose 6-phosphate

Synthase
Lmyo-Inasitol 1-phosphate } myg-Inositol 1-phosphatase
ryi . H
o-myo-Inositol 1-phosphate l L4 myo-Inositol + P,

Li*

Transferase
Ptdins

InsP. 1 L
T : ~~ Phowholipase G PtdInsP
InsP, ( 1 L Phosphatidyl-CMP
e

PtdinsP, r
L Diacylglycerol
Figura 5. Biosintesi de novo del mioinositolo e ciclo del fosfatidilinositolo (Parthasarathy & Eisenberg.
1986)

In Fig. 5 sono illustrate le due maggiori vie del metabolismo dell’inositolo: la
biosintesi irreversibile del mioinositolo libero dal glucosio-6-fosfato (G-6-P)
(Eisenberg. 1967), che ¢ la via di maggiore produzione del mioinositolo nell’organismo,
ed il ciclo del PI (Agranoff & al., 1958; Paulus & Kennedy. 1960; Hawthorne & al.,
1960; Parthasarathy & Eisenberg. 1986). Nel primo caso il mioinositolo é sintetizzato
dal glucosio-6-fosfato in due tappe. Inizialmente, il G-6-P € isomerizzato dalla

inositolo-3-fosfato sintetasi 1 (ISYNA1) a mioinositolo-1-fosfato, che & poi
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defosforilato dalla mioinositolo 1 fosfatasi (IMPasil) formando il mioinositolo libero
(Bolognani & Volpi. 1999).

Nel ciclo del PI, la biogenesi inizia dall’acido fosfatidico, indicato come 1,2-
diacilglicerolo-3-fosfato. Questo composto viene trasformato in forma attiva reagendo
con CTP (citidin-trifosfato, un composto di natura nucleotidica). Il CTP cede acido
citilidico (CMP) e perde pirofosfato. Si forma il CDP-diacilglicerolo. Questo cede il
diacilglicerolo fosfato sul mioinositolo: si forma il Pl. Questo puo essere fosforilato
sull’OH dell’inositolo (donatore di ATP) formando il fosfatidilinositolo-4-fosfato (PIP).
Un’ulteriore fosforilazione (sempre con ATP) porta alla formazione del PIP;
(Bolognani & Volpi. 1999). Vari sono i destini di questo composto a seconda delle
esigente funzionali:

a) un attacco idrolasico lo scinde generando da un lato il diacilglicerolo e dall’altro
I’1P3. 1l diacilglicerolo potra essere fosforilato rigenerando cosi il diacilglicerolo
fosfato (acido fosfatidico). L’inositolo IP3 potra seguire un processo di
defosforilazione generando prima I’inositolo 1,4 difosfato, poi 1’inositolo 1
fosfato ed infine il mioinositolo (Bolognani & Volpi. 1999).

b) una via diversa “a ritroso” defosforila inizialmente 1’IP3 generando il PIP e,
successivamente, un’altra defosforilazione idrolasica porta al PI.

Queste vie metaboliche hanno lo scopo di recuperare, con processo ciclico, le unita
fondamentali che portano al fosfatidilglicerolo, e precisamente il diacilglicerolo fosfato
da un lato e il mioinositolo dall’altro (Bolognani & Volpi. 1999).

Nonostante il mioinositolo-1-fosfato sia 1’intermedio comune alle due vie, sono
prodotte due differenti forme di composti: 1’enantiomero L dalla via di sintesi e
I’enantiomero D dalla via ciclica, che e presente nella maggior parte dei microorganismi
(con un idrossile assiale in posizione 2 ed il resto in posizione equatoriale). In ciascuna
via il mioinositolo-1-fosfato ¢ I’immediato precursore del mioinositolo libero in una
reazione catalizzata dalla specifica mioinositolo-1-fosfatasi (Eisenberg. 1967).
Purtroppo, dal momento che si forma un prodotto comune, & praticamente impossibile
valutare le relative attivita dei due percorsi in vivo (Parthasarathy & Eisenberg. 1986).

Da quando Fisher scopri il rapporto tra glucosio e inositolo (Hauser & Finelli.
1963; Fischer. 1944-45), e stato osservato che sono in grado di convertire il glucosio in
inositolo i lieviti (Charalampous. 1957), le piante (Fernandez & Martinez. 1944) ed i
mammiferi (Dughaday & al., 1955; Halliday & Anderson. 1955; Hauser. 1963).
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Il pioneristico lavoro di Eisenberg & Bolden (Holub. 1986) e di Eisenberg & Finelli
(Hauser & Finelli. 1963) mostra la capacita biosintetica dei testicoli, cervello, rene e
fegato di sintetizzare inositolo a partire dal glucosio. Clements & Diethelm (Clements &
Diethelm. 1979) hanno valutato la percentuale di biosintesi di inositolo nel rene umano.
Il tasso di sintesi endogena di un rene umano normale e stato stimato
approssimativamente in 2 g/giorno, con una disponibilita di 4 g al giorno, che e
nettamente superiore alla quota ingerita quotidianamente. E’ stato anche calcolato che
una dieta mista di tipo nord-americano puo fornire all’adulto circa 1 g di inositolo al
giorno (Baillargeon & al., 2010; Clements & Darnell. 1980). Altri studi hanno suggerito
che anche i tessuti extrarenali possono contribuire alla produzione endogena di inositolo
(Holub. 1986). Spector e Lorenzo (Spector & Lorenzo. 1975) hanno stimato che circa la
meta dell’inositolo non associato a fosfolipidi nel cervello di coniglio viene sintetizzata
a partire dal glucosio in situ, mentre il resto e trasportato nel cervello attraverso il
sangue. La conversione di glucosio-6-fosfato in inositolo-1-fosfato da parte
dell’inositolo sintetasi 1-fosfato, seguita da una reazione di defosforilazione catalizzata
dall’inositolo 1-fosfatasi (Eisenberg. 1967), prevede infatti la biosintesi enzimatica di
inositolo.

Il rene svolge un importante ruolo nel metabolismo dell’inositolo. Infatti € 1unico
organo che lo catabolizza oltreché sintetizzarlo. E’ stata inoltre riscontrata una notevole
concentrazione di inositolo nella midollare esterna. La coesistenza di una significativa
sintesi, catabolizzazione e presenza di un’alta concentrazione di inositolo libero € un
fenomeno molto interessante, ma il suo significato biologico rimane purtroppo
sconosciuto (Troyer & al., 1986).

Uno studio ha analizzato 1’incorporazione di **C nel mioinositolo libero e legato a
fosfolipidi in cervello, fegato e sangue dopo iniezione di glucosio [**Cg] e altre sostanze
radioattive in ratti giovani ed adulti (Hauser. 1963). La piu alta attivita specifica € stata
riscontrata per I’inositolo libero plasmatico. Nel cervello, in seguito all’iniezione di
[“Cé], & apparsa la radioattivita nell’inositolo libero e legato a fosfolipidi in fosfatidi
(Hauser. 1963). Nel fegato e nel rene sono presenti sia 1’inositolo libero che legato a
fosfatidi in presenza di [**Cg], con un’alta concentrazione di inositolo libero (Hauser.
1963).

Questi risultati sono stati confermati da ulteriori studi. Uno tra questi ha analizzato

porzioni di rene, cervello e fegato di mammifero, incubate con glucosio marcato, che
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hanno mostrato la capacita di utilizzare il carbonio del glucosio per la biosintesi del
mioinositolo. E’ stato inoltre osservato che il rene incorpora la maggior percentuale
della radioattivita dell’inositolo libero (Hauser & Finelli. 1963).

Per quanto riguarda altri organi, si e scoperto che nel testicolo esiste un sistema di
sintesi dell’inositolo molto attivo che parte dal glucosio e che ¢ stato evidenziato
utilizzando il glucosio[**C] (Baillargeon & al., 2010).

E’ interessante notare che si trova una scarsa concentrazione di inositolo nei
testicoli, dove esiste una grande capacita di sintesi, mentre negli organi con capacita
trascurabile di sintesi si tende ad avere maggiori concentrazioni di inositolo. La capacita
di sintesi dell’inositolo da parte dell’apparato riproduttivo maschile, ad esempio, €
presente in ordine decrescente a partire dai testicoli, epididimo e vescicole seminali,
mentre i livelli di inositolo nei tessuti seguono una sequenza inversa e una carenza
minima di proteine non altera la biosintesi in questi comparti (Baillargeon & al., 2010).

La biosintesi enzimatica di inositolo, come studiato approfonditamente nei testicoli
di topo, coinvolge la conversione del glucosio 6-fosfato a inositolo 1-fosfato da parte
dell’inositolo 1-fosfato sintetasi, seguita da una reazione di defosforilazione catalizzata
attraverso 1’attivita dell’inositolo 1-fosfatasi (Baillargeon & al., 2010).

Livelli di glucosio-6-fosfato ciclasi (mioinositolo 1 fosfato sintetasi) e mio-
inositolo 1 fosfato fosfatasi sono stati analizzati in testicoli di ratto e, specificatamente,
in cellule del Sertoli, cellule germinali ed epididimo. La specifica attivita della ciclasi €
risultata approssimativamente 1/10 rispetto a quella della fosfatasi. Tra le cellule del
testicolo esaminate, le cellule del Sertoli mostrano la concentrazione enzimatica piu alta
richiesta per la biosintesi dell’inositolo dal glucosio, mentre gli spermatociti e gli
spermatidi non mostrano tale attivita. Anche negli spermatozoi dell’epididimo non &
stata rilevata alcuna attivita di questi enzimi (Robinson & Fritz. 1979). Studiando
colture primarie di cellule del Sertoli, mantenute in un medium senza inositolo, € stato
osservato che queste liberano inositolo nel medium dopo 24 ore (Robinson & Fritz.
1979). Questi risultati indicano che 1’inositolo nei tubuli seminiferi ¢ molto
probabilmente generato dalle cellule del Sertoli, che sintetizzano inositolo dal glucosio.
Ulteriore inositolo nel fluido dei tubuli seminiferi potrebbe essere generato dal
metabolismo del glucosio nelle cellule epiteliali (Robinson & Fritz. 1979).

La sintetasi e la fosfatasi sono state isolate e parzialmente purificate dalla ghiandola

mammaria in esperimenti in vivo (Naccarato & al., 1974). Un incremento dell’attivita di
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entrambi gli enzimi si e registrato nella via di biosintesi dell’inositolo nella ghiandola
mammaria, in stretto accordo con il contenuto di inositolo nel latte (Baillargeon & al.,
2010). Una concentrazione elevata di mioinositolo-1-fosfato e stata misurata, come
intermedio, nella reazione di sintesi (Baillargeon & al., 2010).

INCORPORAZIONE NEI FOSFOLIPIDI

Il fosfatidilinositolo (PI) € un lipide biologicamente molto importante, sia come
componente chiave della membrana cellulare che come mediatore essenziale di tutti i
processi metabolici delle piante e degli animali, alla cui regolazione partecipa in
maniera diretta o tramite suoi metaboliti. Si tratta di un fosfolipide acido (anionico)
costituito da una struttura fosfatidica alla quale I’inositolo e collegato tramite il proprio
gruppo fosfato (Holub. 1986). In Figura 6 & illustrato 1’1-stearoil,2-arachidonil-

fosfatidilinositolo, di notevole importanza biologica.

Figura 6. Struttura chimica dell’ 1-stearoil-2-arachidonil-fosfatidilinositolo (Baillargeon & al., 2010)

Un’ampia analisi delle specie molecolari ha rivelato che 1’1-stearoil-2-arachidonil
predomina sia nel Pl del fegato di ratto (Holub & Kuksis. 1971), del cervello bovino
(Holub & al., 1970) e delle piastrine umane (Mahadevappa & Holub. 1982), che nel PIP
e PIP2 (Holub & al., 1970) del cervello bovino (Tab. 1).
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Phospholipid Source Mol % of phospholipid  Ref.
Phosphatidylinositol rat liver 77 102
Phosphatid ylcholine rat liver 21 102
Phosphatidylethanolamine rat liver 35 102
Phosphatidylinositol bovine brain 60 105
Phosphatidylinositol 4-phosphate bovine brain 43 105
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate bovine brain 42 105
Phosphatidylinositol human platelets 71 145
Phosphatidylcholine human platelets 10 145
Phosphatidylethanolamine human platelets 47 145
Phosphatidylserine human platelets 41 145

Tabella 1. Livelli tissutali di 1-stearoil,2-arachidonil-fosfatidilinositolo (Holub. 1986)

Studi in vivo hanno evidenziato che I’inositolo radiomarcato viene prontamente
incorporato nei lipidi in tutti gli organi animali studiati, dando origine appunto ai
composti a base di PI.

Tra i composti derivati dal Pl importanza notevole ricopre il PIP, (Fig. 7) che viene
sintetizzato a partire dal fosfato inorganico, e che é stato studiato mediante marcatura
radioattiva del fosfato [*2P].

_ OH
oA
OHOH o 0

Figura 7. Fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato (Baillargeon & al., 2010)

I due meccanismi biochimici (Fig. 8) noti, tramite i quali I’inositolo puo legarsi ai lipidi
formando il PI tissutale, sono i seguenti:

- D’inositolo libero puo entrare nella biosintesi “de novo™ del PI per reazione con il
liponucleotide, citosina 5’-difosfato diacilglicerolo (CDP diacilglicerolo), in
presenza dell’enzima CDP-diacilglicerolinositol fosfatidiltransferasi (Paulus &
Kennedy. 1960). Questo enzima, che risiede principalmente nella frazione
microsomiale, e stato solubilizzato e purificato da cervello e fegato di ratto (Rao

& Strickland. 1974; Takenawa & Egawa. 1977). Recentemente Ghalayini &
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Eichberg (Ghalayini & Eichberg. 1985) lo hanno purificato anche da omogenato
del cervello del ratto;

- In alternativa, I’inositolo libero puo reagire con i fosfolipidi endogeni e diventare
PI grazie alla stimolazione da parte del Mn?*, all’interno dei microsomi epatici
(Holub. 1974; Paulus & Kennedy. 1960). La reazione di scambio viene

accelerata aggiungendo citosina 5’-trifosfato (CTP) oppure CDP-colina.

. . 16:0 (18:0)
Inositol  Phosphatidate |
cTp 18:1, 18:2 (204)

PR
4+

Mn CDP-diacylglycerol
= CMP
ATP ATP
Phos
CoA
'ase Pase
20:4-CoA A A 18:0-CoA
LysoPI| Lyso PI

(1- acyl) (2-acyl)

Figura 8. Vie metaboliche per I’incorporazione del mioinositolo nei fosfoinositidi (Holub. 1986)

Esperimenti in vivo e in vitro, basati sull’impiego di [*H]inositolo, hanno suggerito
che in condizioni fisiologiche la maggior parte di inositolo libero entri nel Pl epatico
attraverso la via CDP-diacigliceroloinositol fosfatidiltransferasi e non tramite il Mn*".
Un esempio € rappresentato da studi effettuati sull’enzima attivo nella reazione di
scambio, parzialmente purificato dal fegato di ratto (Takenawa & Egawa. 1980), che
hanno indicato che i fosfolipidi contenenti colina e etanolammina non svolgono un
ruolo come accettori per I'enzima di scambio. Infatti la k., apparente per
I’incorporazione di inositolo libero in PI, stimolata da Mn 2* nei microsomi di fegato di
ratto, per la reazione di scambio é risultata pari a di 0,024 mm (Holub. 1974), e quindi
prossima al valore di 0,04 mm della K, caratteristica dell’enzima di scambio
parzialmente purificato (Takenawa & Egawa. 1980).

In presenza di citosina 5’-monofosfato (CMP), la PI sintetasi pu0 operare in
direzione inversa, formando CDP-diacilglicerolo e inositolo a partire dal Pl (Baker &
Chang. 1985; Bleasdale & al., 1979; Hokin-Neaverson & al., 1977). In molti tessuti, il
Pl viene convertito attraverso fosforilazione in fosfoinositidi che si trovano come

costituenti minori nel pool fosfolipidico cellulare. La formazione di difosfoinositide e
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trifosfoinositide viene catalizzata da ATP: Pl 4-fosfotransferasi (Cooper & Hawthorne.
1976). Alcuni studi hanno rilevato che gli enzimi coinvolti nel metabolismo del
polifosfoinositide sono stati localizzati sulla superficie citoplasmatica nella membrana
degli eritrociti umani (Garrett & Redman. 1975). Inoltre, il Pl sintetizzato nel reticolo
endoplasmatico di cellule eucariotiche puo essere trasferito ad altre membrane cellulari
dalle proteine di scambio del PI che risiedono nel citoplasma (Baillargeon & al., 2010).
Per quanto concerne la distribuzione di Pl nel versante citoplasmatico del reticolo
endoplasmatico, essa ¢ molto limitata, e circa 1’85% risulta localizzata sul versante
luminale.

Alcuni studi hanno dimostrato che le fosfomonoesterasi (fosfatasi) (Dawson &
Thompson. 1964; Mack & Palmer. 1984; Smith & Wells. 1984) possono idrolizzare il
Pl 4,5-bisfosfato (PIP,) e il PI 4-fosfato (PIP) cedendo PIP e PI, rispettivamente. Le
composizioni e distribuzioni del PI1, PIP e PIP, negli acidi grassi sono piuttosto singolari
rispetto agli altri fosfolipidi contenuti nella maggior parte dei tessuti e cellule di
mammifero che tendono ad essere piu ricchi di acido stearico e arachidonico (Holub.
1978; Holub & al., 1970).

Le specie molecolari di PI che si formano nel fegato e nel cervello attraverso una
sintesi “de novo” dalla reazione di inositolo con CDP-diacilglicerolo non possono
essere stimate per la grande quantita di acido arachidonico legato al Pl in questi tessuti.
E’ stato valutato che approssimativamente meta dell’arachidonato legato al PI epatico
derivi dal CDP-diacilgliceroloinositol fosfatidiltransferasi, mentre I’altra pud avere
origine dall’acilazione di 1-acil-sn-glicero-3- fosforilinositolo (Andersen & Holub.
1976; Holub & al., 1970; Thompson. 1969).
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CATABOLISMO

L’inositolo ¢ stato identificato come un importante costituente nella dieta e
regolatore della fisiologia cellulare. Le funzioni biochimiche del Pl nelle membrane
cellulari comprendono la regolazione delle risposte cellulari agli stimoli esterni. Nei
mammiferi 1’inositolo esiste, come gia detto, sia in forma fosforilata che libera. Il
catabolismo del Pl puo avvenire attraverso deacilazione catalizzata da fosfolipasi che
produce glicerofosforilinositolo, oppure da fosfolipasi C che rilascia inositolo 1,2-
ciclofosfato oppure inositolo 1-fosfato. Gli enzimi presenti nei tessuti dei mammiferi
sono responsabili del rilascio di inositolo monofosfato e inositolo libero da
glicerilfosforilinositolo e dell’idrolisi di inositolo 1,2-ciclofosfato a inositolo 1-fosfato.
Inoltre, in alcuni tessuti dei mammiferi sono presenti entrambe le forme, solubile e
particolata, di fosfodiesterasi che degradano il trifosfoinositide e il difosfoinositide a
1,2-diacilglicerolo libero con rilascio rispettivamente di IP; e inositolo difosfato. Il
prodotto finale di ciascuna via ¢ I’inositolo, che & successivamente ‘riciclato’ come
componente del Pl (Colodny & al., 1998).

Negli animali, la prima importante tappa del metabolismo dell’inositolo si svolge
esclusivamente nel rene e coinvolge la scissione dell'anello per produrre acido D-
glucuronico (Howar & Anderson. 1967). Attraverso successivi passaggi metabolici
viene prodotto il D-xilosio-5-fosfato che entra nel ciclo dei pentoso fosfati. L’inositolo
disponibile viene quindi convertito in D-glucosio e D-glucuronolattone, oppure
completamente ossidato a CO, e acqua (Howard & Anderson., 1967; Stetten & Stetten.
1946; Baillargeon & al., 2010). Inizialmente si riteneva che il rene non fosse 1’unico
organo preposto al catabolismo dell’inositolo, ma che in altre sedi esistesse un processo
catabolico di trasformazione di inositolo a CO, respiratoria (Baillargeon & al., 2010).

Il primo studio di Howard & Anderson (Howard & Anderson. 1967) ha suggerito
che il rene fosse l'unico organo importante per il catabolismo dell’inositolo, dal
momento che il [2-*C inositolo] non veniva degradato a **CO, respiratorio in ratti
nefrectomizzati. A conferma dei risultati di questo primo studio, Lewin e colleghi
(Lewin & al., 1976) hanno osservato che ratti nefrectomizzati bilateralmente sono
sostanzialmente incapaci di convertire inositolo in CO; in confronto ai controlli, che
catabolizzano il 16% dell’inositolo [2-**C] in 5 ore in **CO,. Poiché meno dell'1%

dell’inositolo radioattivo somministrato & stato eliminato nelle urine, il catabolismo
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dell’inositolo da parte del rene é risultato quantitativamente piu significativo della sua
escrezione urinaria (Clements & Diethelm. 1979).

E’ stato osservato che omogenati di rene di topo siano in grado di convertire
almeno 4,7 pmoli di mioinositolo-2-*C in CO,/mg di tessuto all’ora alla
concentrazione di 12 mM o piu (nel mezzo di incubazione). Questi risultati sono stati
ottenuti con omogenati, ma i valori calcolati sono probabilmente inferiori rispetto alla
reale capacita catabolica del tessuto. La corteccia, la midollare e i tubuli renali della
corteccia forniscono circa le stesse percentuali (attraverso la via dell’acido glucuronico
e il ciclo dei pentoso-fosfati) (Baillargeon & al., 2010)

| valori stimati indicano che, in una dieta giornaliera media, come gia anticipato, il
rene di ratto puo catabolizzare tutto 1’inositolo ingerito (Colodny & al., 1998). Infatti il
catabolismo renale dell’inositolo ¢ risultato piu significativo della sua escrezione
urinaria. E’ chiaro percio che il rene sia verosimilmente il regolatore primario della

concentrazione di inositolo plasmatico nell’'uomo (Baillargeon & al., 1986).
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FUNZIONI BIOCHIMICHE E FISIOLOGICHE
DELL’INOSITOLO LIBERO

Negli ultimi anni, si e sviluppato un considerevole interesse per le possibili funzioni
cellulari dell’inositolo libero, dato che esso, in molti tessuti, & presente in
concentrazione superiore rispetto all’inositolo legato a fosfolipidi.

Gli organi riproduttivi maschili sono particolarmente ricchi di inositolo libero
(Eisenberg & Bolden. 1964). Sono state riscontrate infatti concentrazioni elevate di
questo composto nel testicolo, nell'epididimo e nei fluidi prostatici del ratto
(Ghafoorunissa. 1975., Lewin & Beer. 1973; Voglmayr & Amann. 1973; Hinton & al.,
1980). Alcuni studi hanno dimostrato inoltre che I’inositolo presente nel fluido seminale
sia sintetizzato nel testicolo a partire dal glucosio ematico (Voglmayr & Amann. 1973).
Il liquido seminale dei mammiferi & quindi una fonte ricca di inositolo libero e, a
conferma di quanto asserito, il plasma seminale mostra concentrazioni molto maggiori
rispetto al sangue (Holub. 1986, Ghafoorunissa. 1975.). L’epididimo in particolare
possiede una concentrazione di inositolo superiore a quella rilevata nei testicoli.

Sulla base delle osservazioni suddette € stato ipotizzato che I’inositolo possa
svolgere un ruolo importante nella maturazione degli spermatozoi e nella loro
migrazione dall’epididimo (Voglmayr & Amann. 1973; Eisenberg. 1967). Studi recenti
affermano che la concentrazione di inositolo nel fluido testicolare dell’ariete sia
positivamente correlato con l'attivita di spermatogenesi (Setchell & al., 1971). Inoltre,
poiché e stato dimostrato che I’inositolo pud essere sintetizzato in vitro dagli
spermatozoi testicolari (Voglmayr & White. 1971), e stato ipotizzato che la maggior
parte dell’inositolo testicolare si formi all’interno dei tubuli seminiferi. La presenza di
un sistema enzimatico attivo per la sintesi di inositolo nei tubuli seminiferi suggerisce
che la sintesi de novo di questo composto potrebbe riflettere una richiesta metabolica
per la normale progressione della spermatogenesi (Morris & Collins. 1971). La
biosintesi di inositolo a partire da D-glucosio € stata misurata nei testicoli di ratti
criptorchidi e trattati con trietilenemelamina (TEM), evidenziando che una riduzione
significativa della biosintesi di inositolo e accompagnata dalla scomparsa di spermatidi
e spermatozoi sia negli animali criptorchidi che TEM-trattati (Morris & Collins. 1971).

La traslocazione dei testicoli nella cavita addominale e il trattamento con TEM

rappresentano due modi di alterare, in modo prevedibile, la popolazione cellulare del
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testicolo. I risultati derivati dal criptorchidismo artificiale mostrano una rapida perdita di
spermatozoi e spermatidi (Niemi & Kormano. 1965), mentre la somministrazione di
TEM causa una perdita iniziale di spermatogoni di tipo A, seguita da una graduale
deplezione di spermatociti, spermatidi e spermatozoi (Steinberger. 1962).

Esiste quindi la possibilita che la biosintesi di inositolo possa essere essenziale per
il normale metabolismo dell'epitelio germinale. Studi su disturbi metabolici indotti nella
linea cellulare KB, coltivata in un mezzo con carenza di inositolo, suggeriscono una
possibile funzione metabolica dell’inositolo nei tessuti dei mammiferi. In queste
condizioni, la sintesi di precursori di acidi nucleici diminuisce significativamente
(Charalampous & al., 1961; Tsukagoshi & al., 1966; Lembach & Charalampous. 1966),
cosi come si riduce I'assorbimento di amminoacidi precursori per la biosintesi delle
proteine e degli acidi nucleici (Lembach & Charalampous. 1967a; Lembach &
Charalampous. 1967b). La richiesta metabolica di precursori del DNA ed RNA
potrebbe quindi essere particolarmente importante nella proliferazione dell'epitelio
germinale, ed inoltre, la sintesi de novo di inositolo potrebbe rendersi necessaria per
mantenere adeguati i livelli intracellulari di questi precursori essenziali per il
mantenimento dell'integrita nelle cellule epiteliali adulte (Morris & Collins. 1971). A
sostegno di queste affermazioni, alcuni dati mostrano che concentrazioni elevate di
mioinositolo sono importanti anche per 1’osmoregolazione dell'epitelio seminifero
(Chauvin & Griswold. 2004).

E’ stato ipotizzato che il mioinositolo possa essere sintetizzato anche dalle cellule
del Sertoli allo scopo di creare lo speciale microambiente nel tubulo seminifero che e
indispensabile per lo sviluppo della cellula germinale. Robinson & Fritz hanno infatti
dimostrato che le cellule del Sertoli, oltre a possedere 1’enzima necessario per la
biosintesi del mioinositolo a partire dal glucosio, sono anche capaci di produrre
inositolo (Robinson & Fritz. 1979).

In merito agli enzimi deputati alla sintesi di inositolo, si ritiene che le cellule del
Sertoli siano le principali responsabili della produzione intratesticolare. Elevati livelli di
sintetasi e fosfatasi sono presenti nelle cellule epididimarie, capaci di sintetizzare
inositolo in maniera dipendente da glucosio 6-fosfato (Robinson & Fritz. 1979).

I livelli intracellulari relativamente elevati di inositolo libero, riscontrati nel tessuto
nervoso, che é ricco di microtubuli, suggeriscono un ruolo per questa sostanza nel

controllo degli stati funzionali dei microtubuli. La struttura dell’assonema, saldamente
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conservata durante la filogenesi, € caratterizzata da nove coppie esterne di microtubuli
che circondano una coppia interna composta da dimeri di tubulina, determinando la
cosiddetta configurazione 9+2. Da ciascuna coppia di microtubuli esterni si proiettano,
all’interno e all’esterno, le molecole di dineina che interagiscono con le coppie adiacenti
per produrre un avvolgimento del cilio. E’ stato osservato un legame preferenziale
dell’inositolo per la stabilizzazione di oligomeri formanti la tubulina e una funzione
protettiva dei microtubuli da parte dell’inositolo contro la depolimerizzazione indotta
dal freddo e dal caldo. L’inositolo serve quindi a stabilizzare sia i microtubuli che le
specie oligomeriche intermedie di tubulina, con le quali si trova in equilibrio dinamico
(Kirazov & Lagnado. 1977).
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ASSUNZIONE DELL’INOSITOLO CON
LADIETA

DIGESTIONE E ASSORBIMENTO

L’inositolo ¢ presente nei prodotti alimentari di origine vegetale sotto forma di
fitato (Baillargeon & al., 2010) e si trova in molti alimenti: in particolare nei cereali,
nelle noci, nella frutta e specialmente in meloni ed arance (Clements & Darnell. 1980;
Salway. 2004). Sono anche disponibili dati relativi al contenuto di inositolo in prodotti
di origine animale come carne, pollame, pesci e latticini (Clements & Darnell. 1980;
Salway. 2004).

Sono stati identificati molti enzimi rilevanti per la biosintesi dell’acido fitico e i
geni che li codificano (Shi & al., 2005; Shi & al., 2003; Hitz & al., 2002). La biosintesi
dell’acido fitico ¢ principalmente citoplasmatica ed avviene a partire dall’inositolo
attraverso una serie di passaggi fosforilativi. La degradazione avviene durante la
germinazione del seme ad opera di uno specifico gruppo di enzimi denominati fitasi
(Loewus & Murthy. 2000).

Le fitasi (mioinositolo esafosfato fosfoidrolasi) sono enzimi in grado di idrolizzare
I’acido fitico formando intermedi fosforilati dell’inositolo e fosfato inorganico; sono
inoltre in grado di rilasciare i metalli divalenti chelati dal fitato. Le fitasi sono enzimi
ampiamente diffusi in natura. Esse sono state infatti identificate in piante,
microrganismi, e in alcuni tessuti animali come il sangue di uccelli, rettili e pesci
(Rapoport & al., 1941) e nell’intestino tenue dei topi (Yang & al., 1991). Tra le fitasi
vegetali isolate e caratterizzate vi sono quelle di frumento, grano, riso, avena, orzo,
mais, soia, lupini e pomodoro (Nakano & al., 2000; Konietzny & al., 1995; Greiner &
al., 1998; Greiner & Alminger. 1999; Greiner & al., 2000; Laboure & al., 1993;
Hegeman & Grabau. 2001; Greiner. 2002; Li & al., 1997).

Gli animali poligastrici sono in grado di metabolizzare il fitato grazie ai
microrganismi del rumine che posseggono gli enzimi atti alla sua degradazione ovvero
le fitasi. Diversamente, gli animali monogastrici quali polli, maiali e pesci, nei quali
I’attivita fitasica nel tratto digerente & limitata o quasi assente, non sono in grado di
utilizzare il fitato come fonte di fosfato (Maenz & Classen. 1998; Boiling & al., 2000).
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Non é ancora stato stabilito quale sia la quantita di fitati che, assunti con la dieta,
possano essere assorbiti direttamente, oppure se siano i polifosfati dell’inositolo,
prodotti dall’attivita dell’enzima fitasi e presenti a livello intestinale, ad entrare nel
circolo plasmatico (Baillargeon & al., 2010).

Numerosi studi hanno evidenziato che la somministrazione di acido fitico
alimentare puo ridurre la biodisponibilita e la conseguente utilizzazione di calcio
(Holub. 1986). Nahapetian & Young (Nahapetian & Young. 1980) hanno confrontato
l'effetto causato dall’assunzione di basse ed alte dosi di calcio in ratti ai quali erano state
somministrate dosi orali di fitato [**C] o inositolo [*C]. I risultati mostrano che una
dieta ricca di calcio, in seguito alla somministrazione di fitati [**C], influenza
significativamente la perdita della radioattivita nelle feci e la riduzione della comparsa
della radioattivita nell'aria espirata e nei tessuti. Invece, per quanto riguarda
l'assunzione di [*C] inositolo, alte dosi di calcio non ne hanno influenzato la
diminuzione della radioattivita. Gli autori hanno inoltre ipotizzato che i fitati o i loro
derivati siano quasi completamente assorbiti nel caso in cui 1’assunzione di calcio sia
bassa (Holub. 1986).

Per quanto concerne 1’assorbimento dell’inositolo libero a livello intestinale, studi
su segmenti di intestino tenue di criceto (Caspary & Crane. 1970.) hanno mostrato che
esso dipende da un trasporto attivo. La captazione e I’accumulo avvengono secondo un
gradiente di concentrazione negativo e sono dipendenti dall’energia e dalla
concentrazione di Na* e mostrano saturazione cinetica (Hauser. 1969; Takenawa & al.,
1986).

Il mioinositolo favorisce il ripristino dell’osmolarita in tessuti specifici, come nel
cervello e nella midollare renale, dove variazioni possono alterare la normale
funzionalita cellulare. In risposta ad un aumento dell’osmolarita, la concentrazione
intracellulare di mioinositolo potrebbe aumentare di 500 volte rispetto a quella
plasmatica (Clements & Diethelm. 1979; Dawson & Freinkel. 1961; Dolhofer &
Wieland. 1987), prevenendo in questo modo gli effetti negativi causati dall’accumulo di
alte concentrazioni ioniche, come la degradazione del DNA (Dmitrieva & Burg, 2007).
Studi sul cervello hanno mostrato un incremento dei livelli di mioinositolo in seguito ad
eventi come traumi (Pascual & al., 2007), edemi e ipersodiemie (Lien & al., 1991; Malo

& Berteloot. 1991), confermando quanto sopra discusso e dimostrando che, per
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raggiungere concentrazioni cosi elevate di mioinositolo, € richiesto un trasporto
secondario attivo (Aouameur & al., 2007).

Sono stati identificati tre sistemi di cotrasportatori del mioinositolo: due sono

sodio-dipendenti (SMIT1 e SMIT2), mentre il terzo e protone-dipendente (HMIT)
(Wood & Trayhurn. 2003). SMIT1, il primo trasportatore di mioinositolo ad essere
identificato, & espresso principalmente nel cervello e nella midollare renale (Kwon &
al., 1992). Nel rene, questa proteina e localizzata a livello delle membrane basolaterali
delle cellule epiteliali (Bissonnette & al., 2004; Yamauchi & al., 1991) e la sua attivita &
strettamente regolata dalle variazioni osmotiche (Handler & Kwon. 1993; Ibsen &
Strange. 1996).
Sebbene molti tessuti animali ed alimenti siano ricchi di fosfolipidi contenenti inositolo,
la modalita di digestione e assorbimento del PI non sono note. Si ritiene, comunque che
questi processi siano in parte mediati da un meccanismo analogo a quello proposto per
la fosfatidilcolina (Baillargeon & al., 2010).

L’esistenza di un sistema specifico di trasporto per il mioinositolo é stato
dimostrato in modelli sperimentali di membrane plasmatiche ottenute dal rene e
intestino di ratto, dotati di cellule con orletto a spazzola (Takenawa & Tsumita.
1974a,b; Scalera & al., 1991). E’ stato dimostrato che il mioinositolo é trasportato nelle
vescicole tramite un processo attivo secondario, che utilizza specificamente il gradiente
di sodio come forza trainante (Scalera & al., 1991; Takenawa & al., 1977).

L’assorbimento di inositolo da parte della membrana cellulare é risultato
dipendente dalla temperatura, sensibile al pH, ed inibito dalla florizina (Scalera & al.,
1991). La florizina interagisce competitivamente con 1’inositolo il quale si lega con
un’affinita 10-100 volte inferiore con il sito del glucosio, suggerendo che il percorso
attraverso il quale I’inositolo attraversa 1’orletto a spazzola della membrana cellulare
non sia esattamente lo stesso del D-glucosio. | risultati hanno anche dimostrato che
I’assorbimento di inositolo ¢ dovuto all’entrata negli spazi intravescicolari piuttosto che
al legame con la membrana. Studi successivi hanno evidenziato che sia il legame che il
trasporto di inositolo attraverso il bordo a spazzola delle membrane del rene di topo
dipende dalla concentrazione di sodio (Scalera & al., 1991).

Nonostante il fatto che una parte considerevole dell’inositolo ingerito venga
convertita in PI, pochi studi hanno analizzato la sua digestione e assorbimento (Holub.

1986). Se il meccanismo per la digestione del Pl fosse analogo a quello della
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fosfatidilcolina esogena (Le Kim & Betzing. 1976), il Pl esogeno potrebbe essere
idrolizzato nel lume intestinale da una fosfolipasi A pancreatica (Holub. 1986),
portando alla formazione di liso-fosfatidilinositolo, che sarebbe quindi riacilato
attraverso 1’aciltransferasi, oppure ulteriormente idrolizzato (con conseguente
formazione di glicosfingolipidi) e assorbito dalla mucosa (Akiba & Sato. 2004; Kim &
al., 2008; Holub. 1986). L’inositolo libero viene trasportato nel plasma umano ad una
concentrazione di circa 29 uM (Holub. 1986; Holub. 1984).Studiando I’assorbimento in
vivo di inositolo radioattivo (Lewin & al., 1976), dopo iniezione intraperitoneale, in
alcuni organi di soggetti maschi nefrectomizzati, cinque ore dopo I’iniezione, € stato
osservato che il fegato e il rene contenevano rispettivamente il 10 ¢ 1’8% della dose
somministrata; il 16% era stato eliminato con la CO; espirata ¢ meno dell’1% con le
urine (Holub. 1986). Il fegato, la milza, I’ipofisi, il rene e, in modo particolare, la tiroide
e i testicoli, sono gli organi in cui I’inositolo marcato si accumula in concentrazione
maggiore (Holub. 1986). | vasi deferenti, I’epididimo, le vescicole seminali € la prostata
accumulano concentrazioni di inositolo marcato dal 8 a 28 volte superiori a quelle
riscontrate nel plasma (Holub. 1986). La concentrazione di inositolo marcato riscontrata
nel cervello risulta solo moderatamente piu elevata di quella plasmatica, suggerendo una
limitata capacita di trasferimento di inositolo dal sangue al cervello (Shetty & al., 1996;
Folch & Woolley. 1942; Holub. 1986).

Nella maggior parte degli organi, la maggiore quantita di inositolo radioattivo é
stato trovato sotto forma di acido tricloroacetico solubile, al contrario del fegato dove la
maggiore radioattivita era associata a inositolo lipidico. Nell’acido tricloroacetico
estratto da tutti gli organi studiati, la quantita di inositolo radioattivo, sotto forma di
inositolo libero, € di gran lunga superiore a quella dei suoi metaboliti (Lewin &
Sulimovici. 1975; Baillargeon & al., 2010). L’inositolo radioattivo ¢ stato ritrovato
soprattutto nei testicoli, nella prostata e nelle vescicole seminali, legato in particolare a
microsomi e mitocondri (Lewin & Sulimovici. 1975).

L’assorbimento di inositolo ¢ stato ampiamente studiato anche nel cervello dei
mammiferi, poiché in questo distretto 1’inositolo & presente a elevata concentrazione.
Tramite esperimenti in vivo é stato stimato che approssimativamente meta dell’inositolo
libero nel cervello del coniglio proviene dall’inositolo plasmatico attraverso un sistema
di trasporto saturo. Il plesso coroideo é stato considerato come il sistema piu importante

per il trasporto di inositolo dal plasma al fluido cerebrospinale. Spector (Spector. 1976),
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usando sezioni isolate di cervello, ha evidenziato un sistema saturabile di assorbimento
per l’inositolo che & stato considerato come un sistema di trasporto attivo,
potenzialmente in grado di spiegare la notevole differenza di concentrazione
dell’inositolo tra cervello e liquido cerebrospinale.

Al contrario, Warfield & al. (Warfield & al., 1978) hanno dimostrato che
I’assorbimento di inositolo dai sinaptosomi al cervello avviene attraverso processi non
saturabili. Il sistema di assorbimento evidenziato nelle diverse parti del cervello puo
riflettere una specifica differenza di assorbimento nelle diverse regioni cerebrali oltre
che nei neuroni (Holub. 1986).
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DIETE DEFICITARIE IN INOSITOLO:
CONSEGUENZE IN FEGATO, INTESTINO
E POLMONE

Burton & al. (Burton & al., 1976) hanno studiato gli effetti che diete deficitarie di
inositolo (1.D.D.) causano sui tessuti di ratti neonati e in via di sviluppo. Il livello di
inositolo libero in tutti i tessuti studiati (testicoli, fegato, plasma, cuore, cristallino,
polmoni, reni e intestino tenue), con I'eccezione del cervello e del cervelletto, é risultato
notevolmente ridotto nei ratti alimentati con 1.D.D., rispetto ai controlli. Il fegato,
inoltre, ¢ stato 1’unico tessuto nel quale il livello di inositolo presente nei fosfolipidi
risultava minore rispetto ai livelli di inositolo libero.

Burton & Wells (Burton & Wells. 1976) hanno studiato anche I'effetto causato dalla
carenza di inositolo sul livello del ciclitolo, sia in circolo che nei tessuti, nella prole
fetale e postnatale, osservando una stretta correlazione tra il contenuto di inositolo
libero nella dieta e nel latte. All’ottavo giorno di allattamento, i livelli di inositolo liberi,
nella ghiandola mammaria e nel latte, sono risultati molto piu elevati negli animali ai
quali veniva somministrata la dieta completa di inositolo rispetto a quelli alimentati con
la dieta carente. Inoltre, i livelli di inositolo libero nel plasma, fegato, reni ed intestino
dei controlli aumentavano significativamente. Chu & Geyer (Chu & Geyer. 1983),
utilizzando il gerbillo femmina come modello sperimentale, hanno evidenziato che gli
animali alimentati con 1.D.D. per tre settimane mostrano diminuzioni significative,
nell'intestino e nel fegato, sia dei livelli di inositolo libero che legato a fosfolipidi. Rene
e pancreas mostrano solo una diminuzione di inositolo libero dello 0,1% rispetto ai
controlli, e per quanto riguarda il cervello non e stata rilevata alcuna differenza.
Somministrazioni orali di inositolo possono altresi aumentare, in modo significativo, le
concentrazioni plasmatiche di inositolo nei soggetti umani (Clements & Reynertson.
1977), nonostante la capacita di alcuni tessuti di sintetizzare questo ciclitolo. Sarebbe
interessante conoscere gli effetti che i livelli di inositolo esogeno esercitano sulle
concentrazioni e composizioni molecolari dei polifosfoinositidi (PIP e PIP,) in tessuti e
cellule dei mammiferi, e sul loro turnover in seguito a stimolazione cellulare. Tuttavia,

non sono ancora disponibili molti studi in merito (Holub. 1986).
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Gavin & McHenry (Gavin & McHenry. 1941) hanno ipotizzato che l'inositolo
possa essere un fattore lipotropo, e a questo riguardo Hayashi e colleghi (Hayashi & al.,
1974) hanno studiato gli effetti di una dieta carente di inositolo, ma contenente
ftalilsulfatiazolo, che ha determinato una risposta inositolo-mediata con accumulo di
triacilgliceroli nel fegato di ratto. Uno studio successivo (Andersen & Holub. 1976) ha
mostrato che nel ratto una dieta ricca di trigliceridi puo influenzare la funzionalita
lipotropa dell’inositolo esogeno, con una correlazione non direttamente legata al grado
di saturazione dell’acido grasso. Burton & Wells (Burton & Wells. 1976), impiegando
ratti in fase di allattamento come modello animale, hanno osservato che le femmine
alimentate con 1.D.D sviluppano una grave steatosi epatica che puo essere migliorata
somministrando inositolo o interrompendo I'allattamento.

Nel corso degli ultimi anni I’attenzione di alcuni ricercatori si & focalizzata sullo
studio delle basi metaboliche che causano lI'accumulo dei triacilgliceroli nel fegato di
animali alimentati con I.D.D. | primi lavori di Hasan e colleghi (Hasan & al., 1970;
Hasan & al., 1974a) hanno suggerito che il trasporto delle lipoproteine contenenti
triacilglicerolo dal fegato al plasma sia ostacolato dalla mancanza di inositolo, il quale,
se presente, promuove la sintesi del PI, con conseguente aumento della sintesi e
secrezione delle lipoproteine nel fegato.

Poiché T’attivita degli enzimi lipogenici del fegato di ratto subisce notevoli
alterazioni in conseguenza delle modificazioni nutrizionali, Beach e Flick (Beach &
Flick. 1982) hanno studiato l'effetto di 1.D.D (Hayashi & al., 1974) sulle attivita
dell’acido grasso sintetasi e acetil-CoA carbossilasi. Le attivita specifiche di questi due
enzimi risultano raddoppiate nel gruppo alimentato con 1.D.D rispetto ai controlli entro
3-4 giorni dalla somministrazione delle diete sperimentali. Questi autori hanno inoltre
suggerito che la lipodistrofia epatica, osservata negli animali alimentati con 1.D.D,
possa essere in gran parte dovuta all’aumento della concentrazione degli enzimi
lipogenici durante le prime fasi dello sviluppo. Il relativo contributo quantitativo dei
diversi meccanismi biochimici all'accumulo di triacilglicerolo epatico nel deficit di
inositolo deve essere ancora approfondito.

Per quanto riguarda gli effetti che le 1.D.D svolgono sull’intestino, alcuni studi
(Hegsted & al., 1973; Chu & Geyer. 1981; Chu & Hegsted. 1980) hanno documentato
I'elevata sensibilita dei gerbilli verso lo sviluppo di una marcata lipodistrofia intestinale

(caratterizzata da un accumulo di grasso nelle cellule della mucosa intestinale). Lo
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sviluppo della sindrome si puo pero prevenire aggiungendo inositolo alla dieta. E’ stata
inoltre osservata una minore suscettibilita dei gerbilli maschi verso la carenza di
inositolo. Questa differenza é stata attribuita alla biosintesi testicolare di inositolo, come
dimostrato dai risultati differenti ottenuti negli animali integri rispetto a quelli castrati
(Chu & Geyer. 1983).

Per quanto riguarda gli effetti indotti dalle 1.D.D sul polmone, e stato dimostrato
che I'inositolo extracellulare influenza il metabolismo delle cellule polmonari di tipo Il.
Hallman (Hallman. 1984) ha studiato la capacita dell’inositolo di promuovere la

differenziazione e la crescita di queste cellule.
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RUOLO NUTRIZIONALE DELL’INOSITOLO
NEGLI STATI PATOLOGICI

DIABETE

Recentemente 1’attenzione dei ricercatori si e rivolta alla relazione tra 1’inositolo e
alcune malattie metaboliche, come ad esempio il diabete. | diabetici soffrono spesso di
una ridotta velocita di conduzione nervosa periferica, sensoriale e motoria, con 0 senza
evidenza di polineuropatie.

Greene e colleghi (Greene & al., 1975) hanno studiato la relazione fra I’inositolo ¢
le alterazioni funzionali del sistema nervoso periferico in ratti affetti da diabete acuto
(indotto da streptozotocina). In questi modelli e stata evidenziata una riduzione sia della
concentrazione di inositolo nel sistema nervoso periferico, che della velocita di
conduzione nervosa, nonostante il fatto che i livelli plasmatici di inositolo libero siano
simili a quelli degli individui normali.

Un’integrazione alimentare con inositolo, che aumenta i livelli plasmatici di
inositolo, ha migliorato la velocita di conduzione motoria nei ratti affetti da diabete
acuto indotto da streptozotocina (Greene & al., 1982). E’ importante aggiungere inoltre
che un aumento eccessivo dei livelli di inositolo nel sangue, causato dall’integrazione
con 3% di inositolo esogeno (anziché dell’1%), causa la riduzione della velocita di
conduzione nervosa motoria, sia nei soggetti normali che in quelli diabetici (Greene &
al., 1975.).

Per guanto concerne il trattamento con insulina & stato osservato che essa invece
previene la diminuzione dei livelli di inositolo nel sistema nervoso e la riduzione della
velocita di conduzione nervosa nei ratti diabetici (Greene & al., 1982).

Clements & Reynertson (Clements & Reynertson. 1977) hanno suggerito che
I'iperglicemia dei soggetti umani diabetici possa impedire il trasporto dell’inositolo,
causandone una deficienza intracellulare diffusa. Infatti, & stato osservato che
I’inositoluria, presente in caso di diabete umano, pué aumentare principalmente a causa
dell’effetto inibitore del glucosio sul riassorbimento tubulare renale dell’inositolo. Di
conseguenza, 1’escrezione urinaria di inositolo nel diabetico non trattato con insulina

potrebbe rappresentare una frazione significativa dell’inositolo esogeno ingerito con la
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dieta. A conferma di cio, l'escrezione urinaria di inositolo in soggetti diabetici
diminuisce, avvicinandosi ai livelli normali, con la somministrazione di insulina
(Clements & Reynertson. 1977).

L’attivita  dell’inositolo-ossigenasi  renale, che catabolizza [I’inositolo, €
marcatamente diminuita nei soggetti diabetici. Ci0 pud contribuire all’elevata
concentrazione di inositolo nel rene diabetico e quindi all’aumentata clearance
dell’inositolo (Palmano & al., 1977; Whiting & al., 1979).

Infine, Clements & Reynertson (Clements & Reynertson. 1977) hanno dimostrato
che la somministrazione orale di inositolo per 3 giorni potrebbe aumentare in modo
significativo le concentrazioni plasmatiche di inositolo in soggetti umani, e i diabetici
mostrano una risposta piu significativa. Questi e altri studi hanno suggerito che la
somministrazione di inositolo per via orale potrebbe essere utile nella prevenzione e nel
trattamento di alcune complicanze (come ad esempio, la neuropatia diabetica) associate

al diabete mellito umano (Clements & Reynertson. 1977; Salway & al., 1978).

MALATTIE RENALI

Nell’insufficienza renale umana sono state osservate notevoli alterazioni nel
metabolismo dell’inositolo, che si manifestano come aumento delle concentrazioni
plasmatiche di inositolo (iperinositolemia) (Clements & al., 1973; Lewin & al., 1974;
Pitkanen. 1976). In particolare, i pazienti con insufficienza renale cronica mostrano
livelli di inositolo 7 volte maggiori rispetto ai controlli (240 uM contro 33 uM) (Holub.
1984). Poiché il rene e la principale sede del catabolismo dell’inositolo, & stato
suggerito che la compromissione dell’ossidazione renale dell’inositolo a D-glucuronato
possa contribuire ad alzare in maniera abnorme i livelli plasmatici di inositolo nei
pazienti uremici (Clements & al., 1973). E’ stato inoltre osservato che nelle forme
avanzate di glomerulonefrite si riducono sia la velocita di filtrazione glomerulare che il
riassorbimento dell’inositolo (Pitkanen. 1976). Di conseguenza, I’analisi dei livelli
sierici ed urinari di inositolo potrebbe contribuire alla valutazione della funzionalita
renale (Holub. 1986).

Alcuni studi hanno anche ipotizzato che 1’iperinositolemia possa contribuire alla
patogenesi della polineuropatia uremica nei soggetti con insufficienza renale cronica

(Dejesus & al., 1974; Clements & Diethelm. 1979; Yagi & Kotaki. 1969; Hasan & al.,
33



1974b). Le conoscenze in questo campo possono essere ampliate con l'impiego di
modelli animali utili allo studio delle anomalie della interrelazione tra inositolo e

metabolismo dei fosfolipidi a base di inositolo e disturbi renali cronici (Holub. 1986).
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OBIETTIVO DELLATESI

Il mioinositolo & un isomero dello zucchero alcolico C6 appartenente alle vitamine
del gruppo B. Numerosi studi hanno suggerito che il mioinositolo svolga un ruolo
importante nella morfogenesi e citogenesi cellulare, nella sintesi dei lipidi, nella
struttura delle membrane cellulari e nella crescita cellulare. In particolare, & stato
dimostrato che il mioinositolo sia il precursore della sintesi dei fosfoinosidi. Esso é
quindi alla base del sistema di trasduzione del fosfatidilinositolo, noto per essere
coinvolto nella regolazione di diverse funzioni cellulari, compresa la proliferazione
cellulare.

La presenza del mioinositolo nei fluidi corporei umani, il suo ruolo quale
precursore dei fosfolipidi a base di inositolo, responsabili di segnali intracellulari
essenziali per lo sviluppo degli ovociti, e il suo effetto nel migliorare la maturazione
degli ovociti ha suggerito che possa esistere una relazione tra la concentrazione del
mioinositolo nel fluido follicolare e la qualita degli ovociti che possono essere prodotti.

Sulla base di queste premesse, I’obiettivo della presente tesi ¢ quello di illustrare e
discutere i progressi compiuti di recente in merito all’impiego del mioinositolo nella
fecondazione assistita ed in special modo gli effetti che esso induce sulla risposta
ovarica e sulla qualita ovocitaria nelle pazienti affette da sindrome dell’ovaio policistico
e sottoposte a induzione dell’ovulazione ed inseminazione in vitro tramite 1’iniezione

intracitoplasmatica dello spermatozoo (ICSI).
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INOSITOLO E SINDROME DELL’OVAIO
POLICISTICO

La sindrome dell’ovaio policistico (PCOS) ¢ una delle malattie endocrine piu
comuni nelle donne in eta riproduttiva (Azziz. 2004; Goudas & Dumesic. 1997; Ovalle
& Azziz. 2002). La sua eziologia € tuttavia sconosciuta e la sua incidenza si aggira
intorno all” 8-10% della popolazione femminile in eta riproduttiva (Baillargeon & al.,
2010; Strauss. 2003; Badawy & Elnashar. 2011).

La PCOS puo essere descritta come una malattia multifattoriale, dove la genetica e
I’ambiente interagiscono tra loro nello sviluppo della sindrome. L’eterogeneita della
PCOS é risultata evidente sin dalla sua descrizione del 1935 (Stein & Leventhal. 1935).
La definizione di PCOS é stata modificata piu volte e la prima volta é stato nel 1844 ad
opera di Chereau (Chereau. 1844) e Rokitanski (Rokitansky. 1844). La descrizione della
PCOS utilizzata ai giorni nostri ¢ stata sviluppata inizialmente nell’ Aprile del 1990 in
una conferenza organizzata dal National Institute of Health (NIH) americano che porto
alla pubblicazione dei criteri NIH (Zawadzki & Dunaif. 1992) che comprendevano
I’oligo-ovulazione, 1’iperandrogenismo clinico o biochimico e [’esclusione di altre
malattie quali la sindrome di Cushing e I’iperplasia congenita (Dunaif. 1997).

Successivamente, nel 2003, il Rotterdam ESHRE/ASRM PCOS Consensus
Workshop Group (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop
Group Revised 2003; Rotterdam 9, ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus
Workshop Group Revised 2003) ha rivisitato ed ampliato la definizione di PCOS,
cercando di delineare criteri semplici, che consistono in:

-oligo-anovularieta

-segni clinici e biochimici di iperandrogenismo, che possono essere associati con
irsutismo

-riscontro ecografico di almeno un ovaio policistico

La presenza di almeno due di questi criteri permette di fare diagnosi di PCOS (Badawy
& Elnashar. 2011).

Altre caratteristiche della sindrome dell’ovaio policistico sono: acne, seborrea, obesita
(Gjonnaess. 1989), iperandrogenismo, insulino-resistenza, ridotta tolleranza al glucosio
e diabete mellito (Ehrmann & al., 1999a) di tipo 2, dislipidemia (Mather & al., 2000),
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malattie cardiovascolari (coronaropatie), sindrome X o sindrome metabolica,
ipertensione (Holte & al., 1996) ed infertilita.

Come per i criteri NIH, per una corretta diagnosi della sindrome e importante
escludere la presenza di altre malattie quali la sindrome di Cushing, le neoplasie
androgeno-secernenti e le disfunzioni tiroidee, che possono portare ad alterazioni
ovulatorie-mestruali e/o quadri di iperandrogenismo (Baillargeon & al., 2010).

L’assenza o I’alterata attivita ovulatoria delle pazienti con PCOS comportano sia
alterazioni mestruali quali oligomenorrea o amenorrea, che una conseguente riduzione
della fertilita (Baillargeon & al., 2010). Inoltre, le disfunzioni ovariche tipiche della
PCOS inducono sia 1’accumulo eccessivo di tessuto endometriale che la carenza di
progesterone, causando quindi una stimolazione estrogenica cronica non bilanciata dal
progesterone e determinando una maggiore predisposizione allo sviluppo di iperpalsia
endometriale che, se non adeguatamente trattata, puo portare allo sviluppo del
carcinoma endometriale (Papaioannou & Tzafettas. 2010).

| segni clinici piu frequenti dell’iperandrogenismo di origine ovarica comprendono
irsutismo ed acne, che di solito si manifestano gia in eta-prepuberale (Barry & al.,
2011).

Oltre alla disfunzione ovulatoria e all’iperandrogenismo, la sindrome dell'ovaio
policistico (PCOS) e caratterizzata da alterazioni endocrine e metaboliche, con valori
elevati di LH, e ridotti di FSH e con un conseguente rapporto LH/FSH elevato
(Banaszewska & al., 2003; Blank & al., 2007). Le anomalie neuroendocrine della PCOS
sono inoltre caratterizzate da elevate concentrazioni sieriche di testosterone, insulina e
prolattina che possono comportare profonde implicazioni a lungo termine per la salute
delle pazienti (Costantino & al., 2009).

Uno studio ha rivisitato i criteri per la diagnosi ecografica della PCOS, analizzando
la correlazione tra le principali caratteristiche ormonali e metaboliche della PCOS e il
numero di follicoli per ovaio. La conclusione di questo lavoro ¢ stata la proposta di
modificare la definizione di ovaio policistico aggiungendo la presenza di un numero
maggiore di 12 follicoli (nelle due ovaie) con diametro compreso tra 2 e 9 mm di
diametro. | risulati di questo studio rafforzano I’ipotesi che 1’iperandrogenismo
intraovarico promuova la crescita follicolare iniziale, ma che la successiva progressione
non possa procedere normalmente a causa dell’iperinsulinemia e/o di altri fattori
metabolici legati all’obesita (Jonard & Dewailly. 2004; Jonard & al., 2003), che si
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verifica in genere piu precocemente (dal terzo al quarto decennio) rispetto alle donne
sane (Dunaif & al., 1987). Sebbene la PCOS non sia sempre associata all’obesita, le
donne (sia magre che obese) affette dalla suddetta sindrome presentano una maggiore
incidenza di insulino-resistenza rispetto ai controlli. Esse sono inoltre soggette ad un
alto rischio di sviluppare il diabete in eta piu avanzata (Chang & al., 1983).

Uno studio (Cupisti & al., 2008) ha valutato I'associazione tra I’indice di massa

2 & cambiamenti metabolici. Un elevato BMI ¢ difatti

corporea (BMI) > 25 kg/m
considerato come un fattore di rischio per la salute, soprattutto tra le pazienti con
sindrome metabolica o insulino-resistenza (Meigs & al., 2006). | risultati nel campione
di popolazione analizzato mostrano che l'incidenza di BMI > 25 kg/m? ed amenorrea
(utilizzato come marker di anovulazione cronica, che é la forma piu grave di disturbo
nella funzione ovarica (Norman & al., 2007)) é stata associata solo con minori od
assenti variazioni dei parametri metabolici nelle donne affette da PCOS (Baillargeon &
al., 2010).

E’ stato dimostrato che 1’insulino-resistenza si presenta con una frequenza dal 30 al
40% nella popolazione delle giovani pazienti affette da PCOS (Ehrmann & al., 1999b).
Essa e stata difatti descritta come un fattore intrinseco alla sindrome. Ulteriori studi
hanno dimostrato che I'insulino-resistenza, nella PCOS, potrebbe essere legata alla
anormale steroidogenesi ovarica a causa di un’alterata trasduzione del segnale insulinico
(Dunaif & al., 1995; Nestler & al., 1991).

L’insulino-resistenza e la conseguente iperinsulinemia concorrono allo sviluppo
dell’iperandrogenismo sia direttamente che indirettamente. L’insulina difatti stimola
direttamente le cellule della teca dell’ovaio a produrre una maggior quantita di
androgeni, sensibilizzandole (Badawy & Elnashar. 2011). Essa inoltre, determina
indirettamente un aumento della quota di androgeni liberi inibendo la sintesi epatica
della proteina di trasporto degli ormoni sessuali (SHBG), che é considerata un marker
predittivo dell’insulino-resistenza (Kajaia & al., 2007).

L’iperinsulinemia quindi, stimola la produzione ovarica di androgeni che agiscono
direttamente sui tessuti periferici promuovendo 1’insulino-resistenza. Mentre non vi é
alcun dubbio che l'iperinsulinemia e I’iperandrogenia siano fortemente correlati con la
PCQOS, vi é un dibattito sulla natura della loro interazione. Le ipotesi sono due: la prima
suppone che alti livelli di insulina potrebbero causare iperandrogenismo, mentre la

seconda ipotizza che elevati livelli di androgeni potrebbero promuovere essi stessi
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I’insulino-resistenza. Tra le due ipotesi, la prima sembra essere la piu realistica, tanto
pit che in alcuni studi e stato mostrato che l'insulino-resistenza causa 1’innalzamento
dei livelli di androgeni (Poretsky. 1991; Norman & al., 1995). E’ inoltre probabile che
in alcune pazienti con sindrome dell'ovaio policistico siano presenti specifici difetti
biochimici che le rendano suscettibili all’iperandrogenismo (Zhang & al., 1995;
Takayama & al., 1988; Dunaif. 1997; Nestler & al. 1989). Non & pero ancora chiaro
come I’iperinsulinemia induca I’insorgenza dell’iperandrogenismo nelle pazienti con
sindrome dell'ovaio policistico, ma non riesca a stimolare la produzione androgenica
nelle pazienti con diabete di tipo | trattate con insulina esogena (Zacur. 2001).

Uno studio nel quale pazienti con la sindrome dell'ovaio policistico sono state
trattate con 1’antidiuretico spironolattone (che possiede anche proprieta antiandrogene)
ha presentato un abbassamento dei livelli di androgeni e un miglioramento della
sensibilita all'insulina (Buffington & Kitabchi. 1994). E' probabile quindi che entrambi i
processi si possano verificare in vivo, creando un circolo vizioso concernente sia
I’incremento nella produzione di androgeni che 1’insulino-resistenza (Polderman & al.,
1994). Questo circolo vizioso spiegherebbe la coesistenza di iperinsulinemia ed
iperandrogenismo, e la tendenza alla progressione temporale verso la PCOS.

Il trattamento dell’iperandrogenismo, come gia accennato, pu® prevenire la
progressione della sindrome dell'ovaio policistico, nonché la progressione della
resistenza insulinica associata, in modo da ridurre il rischio di malattia coronarica e
diabete di tipo II e migliorare la fertilita. Inoltre, I’iperinsulinemia pud indurre essa
stessa insulino resistenza (Thomson & al., 1997), rendendo difficoltosa la valutazione
della misura con cui I’iperandrogenia puo contribuire all’instaurarsi dell’insulino
resistenza. Alcuni lavori mostrano che le basi molecolari dell’insulino resistenza
coinvolgono: la riduzione dell’autofosforilazione dei recettori insulinici, una ridotta
espressione e traslocazione dei trasportatori del glucosio insulino-sensibili e
I’alterazione della via di segnalazione insulinica. Gli agenti insulino-sensibilizzanti
(metformina, tiazolinedioni, D-chiro-inositolo, mioinositolo) possono invertire molti
degli effetti dell’insulino-resistenza e potrebbero essere utilizzati in futuro nel
trattamento della sindrome dell'ovaio policistico e delle altre condizioni associate con
I'insulino-resistenza indotta da steroidi. Difatti, il riconoscimento dell’insulino-
resistenza ed il conseguente trattamento associato a steroidi sessuali durante la fase

iniziale, puo ridurre il rischio di sviluppare il diabete mellito di tipo Il (non insulino-
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dipendente), I’ipertensione e la dislipidemia, migliorando inoltre la fertilita e riducendo
il rischio cardiovascolare. Esistono studi sulla riduzione dell’autofosforilazione del
recettore insulinico nelle ovaie di pazienti con sindrome dell'ovaio policistico. Inoltre
lavori su fibrobroblasti di donne con PCOS hanno dimostrato che 1’autofosforilazione
del recettore dell'insulina € ridotta a circa la meta della sindrome dell'ovaio policistico
(Moran & al. 2001; Dunaif & al. 1995.; Kahn & al. 1993; Livingstone & Collison.
2002) (Fig. 9).
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Figura 9. Correlazione tra i livelli di androgeni e I’insulino resistenza nella PCOS

La figura n. 9 riassume sia i fattori che causano insulino-resistenza, che quelli che
portano all’iperandrogenismo in pazienti con PCOS. Nella sindrome dell'ovaio
policistico, gli alti livelli di insulina in circolo (causati dall’insulino-resistenza)
stimolano la produzione ovarica di androgeni, sia attraverso un’azione diretta sull’ovaio
che stimolando la liberazione dell'ormone luteinizzante (LH). L’iperinsulinemia, tramite
due differenti percorsi, pud anche migliorare la biodisponibilita degli androgeni: essa
difatti riduce la biosintesi sia di SHBG (aumentando cosi il livello di androgeni liberi)
che di IGFBP-1 (elevando i livelli di IGF-I libero che, come l'insulina, stimola la
produzione ovarica di androgeni). L’iperandrogenia inoltre causa sia anomalie mestruali
che irsutismo associati a PCOS. A sua volta I’iperandrogenia pu0 aumentare I'insulino-
resistenza nel tessuto adiposo e nel muscolo scheletrico, creando potenzialmente un
circolo vizioso consistente in livelli crescenti di androgeni e peggioramento

dell'insulino-resistenza. L’iperinsulinemia e I’insulino resistenza possono anche portare
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ad ipertensione e dislipidemia, aumentando quindi il rischio cardiovascolare nelle
pazienti con sindrome dell'ovaio policistico. Questo ciclo pud potenzialmente essere
interrotto dagli agenti insulino-sensibilizzanti che diminuiscono la secrezione di
androgeni, con un conseguente aumento della fertilita e riduzione del rischio
cardiovascolare (Livingstone & Collison. 2002).

La terapia della PCOS si prefigge diversi obiettivi:
-terapia delle irregolarita mestruali e protezione dell’endometrio
-terapia dell’ipersecrezione androgenica
-terapia dell’iperinsulinemia e dell’insulino-resistenza
-terapia dell’anovularieta e della sterilita

I contraccettivi orali (OCP) sono una componente fondamentale del trattamento
cronico della PCOS. Essi diminuiscono 1’elevato livello di androgeni e regolano i cicli
mestruali. (Yildiz. 2008). Nelle pazienti che presentano controindicazioni all’assunzione
dell’E/P si opta per 1’utilizzo del solo progesterone (medrossiprogesterone acetato).
Esiste inoltre un nuovo contraccettivo orale (OCPS) contenente ciproterone acetato, un
antiandrogeno. L’OCPs ¢ comunemente utilizzato per la gestione dei pazienti con
sindrome dell'ovaio policistico. Esso regolarizza il ciclo mestruale, riduce la secrezione
dell’ormone luteinizzante (LH), diminuendo anche la produzione di androgeni ovarici.
Inolte il componente estrogeno aumenta la globulina legante gli ormoni sessuali,
riducendo cosi gli androgeni liberi (Ehrmann. 2005). 1l componente progestinico invece
protegge I'endometrio dall’iperplasia, riducendo il rischio di tumore dell’endometrio che
nelle PCOS risulta maggiore rispetto ai controlli (Balen. 2001). Inoltre, entro 3-6 mesi
di trattamento con OCPs, 1’acne infiammatorio € ridotto del 30-60% con un
miglioramento nel 50-90% dei pazienti (James. 2005). Le pazienti trattate con OCPs
mostrano anche una minore incidenza di cisti ovariche ed una diminuzione
dell’irsutismo (Nader & Diamanti-Kandarakis. 2007).
Per quanto concerne la terapia dell’iperinsulinemia e dell’insulino resistenza i farmaci
utilizzati sono la metformina e i tiazolidinedioni (es. troglitazone). La metformina
migliora I’insulino-sensibilita, riducendo i livelli androgenici (testosterone, testosterone
libero, androstenedione e il deidroepiandrosterone solfato (DHEAS)) (Velazquez & al.,
1994; Pryor & al., 2000). Cio determina una regolarizzazione del ciclo mestruale, ed un
conseguente miglioramento della fertilita. Essa diminuisce inoltre il rischio di sindrome

metabolica (Norman & al., 2001). | tiazolidinedioni invece svolgono un ruolo
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importante nel ridurre 1’insulino-resistenza associata al diabete di tipo Il e nel
trattamento di varie malattie metaboliche associate con la PCOS (Livingstone &
Collison. 2002).

In passato la terapia di scelta per indurre I’ovulazione nelle donne affette da PCOS
era I’asportazione laparotomica di un cuneo di tessuto ovarico. Negli anni 80 si passo
ad altri tipi di interventi chirurgici come la resezione della corticale ovarica, la
coagulazione multipla della capsula ovarica (drilling ovarico), la vaporizzazione della
capsula ovarica con laser e la crioterapia. (Farquhar & al., 2000; Baillargeon & al.,
2010). Attualmente la prima linea di trattamento per la sindrome dell'ovaio policistico
consiste nella riduzione del peso corporeo: un trattamento che migliora la sensibilita
all'insulina contribuendo alla riduzione dei livelli di androgeni (Kelly & al., 2000) ed al
conseguente ripristino della funzionalita ovarica e della fertilita.

Oltre alla riduzione del peso corporeo, altre terapie sono state studiate per indurre
I’ovulazione nelle pazienti con PCOS. Il farmaco di prima scelta ¢ a tutt’oggi il
clomifene citrato (CC). Il trattamento con CC in donne anovulatorie con PCOS é
correlato ad un tasso di ovulazione del 60-85% e un tasso di gravidanza del 30-40%
(Hughes & al., 2000). L’esatta spiegazione per la discrepanza tra i tassi di ovulazione e
di gravidanza é ancora sconosciuta, ma alcuni dei meccanismi proposti sono: gli effetti
antiestrogenici sull'endometrio e la qualita e maturita ovocitaria (Palomba & al., 2004;
Kousta & al., 1997; Palomba & al., 2005). L’utilizzo del CC & quindi indicato nelle
pazienti con sindrome dell'ovaio policistico, anovulazione e con livelli normali di FSH.
Esso presenta tuttavia alcuni limiti nelle pazienti con un eta> di 30 anni e un BMI alto
(>30) (Legro & al., 2007). Il clomifene, inoltre consente di ottenere risultati migliori
nell’induzione dell’ovulazione e nel tasso di gravidanze rispetto alla metformina
(Palomba & al., 2007). Gli effetti collaterali dei due farmaci, acidosi lattica, tossicita
epatica, nausea o vomito, nonché di altri disturbi a carico del tratto gastro-intestinale ne
limitano per0 I’impiego clinico (Maeda. 2001; Letter May & al., 2002; Strowig &
Raskin. 2005; Tang & al., 2010; Badawy & Elnashar 2011; Papaleo & al., 2007).

Anche I’utilizzazione di analoghi dell’ormone che stimola la liberazione di
gonadotropine (GnRh) ha mostrato di poter abbassare i livelli di androgeni nella PCOS,
con un conseguente miglioramento della sensibilita all’insulina nelle pazienti con bassi
livelli di insulino-resistenza. Purtroppo, poiché la PCOS e una sindrome eterogenea, che

mostra sia diversi livelli di sensibilita all'insulina che diversi meccanismi di insulino-
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resistenza, il suddetto effetto non si verifica nelle pazienti con livelli elevati di insulino
resistenza (Dunaif. 1993; Elkind-Hirsch & al., 1993). Per di piu, le pazienti con
sindrome dell'ovaio policistico trattate con gonadotropine hanno spesso una risposta
polifollicolare e sono esposte ai rischi della sindrome da iperstimolazione ovarica
(OHSS) e di gravidanze multiple (Farquhar & al., 2000). Quindi, visto 1’alto rischio di
iperstimolazione ovarica, il rischio di gravidanze multiple e I’assenza di un significativo
aumento nel tasso di gravidanze, la somministrazione di gonadotropine (GnRh) esogene
o di analoghi del GnRh non giustifica 1’utilizzo di questi farmaci di routine e viene
riservata solo alle pazienti clomifene-resistenti.

Recentemente anche il mioinositolo é stato studiato ed introdotto con successo nella
pratica clinica ginecologica. Uno studio clinico in doppio cieco ha mostrato gli effetti
del trattamento con mioinositolo (in associazione ad acido folico o acido folico da solo
come placebo) in pazienti affette da PCOS. | risultati hanno evidenziato una
diminuzione dei livelli di insulina e del testosterone sierico totale, nonché un
miglioramento dei fattori metabolici sull’insulina circolante, sulla tolleranza al glucosio,
sull’ovulazione e sulle concentrazioni sieriche di androgeni. Il mioinositolo quindi
rappresenta un'efficace terapia di prima linea per I'induzione dell'ovulazione in donne
affette da sindrome dell'ovaio policistico (Costantino & al., 2009). A supporto di tale
teoria un ulteriore studio (Papaleo & al., 2009a) ha analizzato 51 donne in eta fertile
affette da PCOS, amenorroiche e oligomenorroiche nelle quali il disturbo ovulatorio
sembrava apparentemente costituire 1’unica causa dell’infertilita, e alle quali e stato
somministrato mioinositolo in associazione con acido folico in dosi pari a 2 g due volte
al giorno, in somministrazione continua. | risultati ottenuti, se confrontati con i dati
forniti dalla letteratura scientifica, suggeriscono che il mioinositolo costituisca un
trattamento semplice e sicuro in grado di ripristinare l’attivita ovarica spontanea e
conseguentemente la fertilita nella maggior parte delle pazienti affette da sindrome
dell’ovaio policistico, senza causare gravidanze multiple.

Una percentuale compresa tra il 30 e il 40% di donne affette da sindrome dell’ovaio
policistico presenta una ridotta tolleranza al glucosio; allo stesso tempo, un difetto nella
trasduzione del segnale insulinico (mediatori inositolfosfoglicani - IPG) sembra essere
implicato nella patogenesi della resistenza insulinica. Uno studio ha infatti individuato
un difetto intracellulare di mioinositolo alla base dell’iperinsulinismo delle pazienti con

micropolicistosi ovarica (Baillargeon & al., 2008). In particolar modo é stato mostrato
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che I’inositolo controlla, tramite vie di trasduzione del segnale, la secrezione di alcune
ghiandole esocrine come il pancreas e altri organi tra cui 1’ovaio. A livello ovarico le
suddette vie di segnalazione intracellulari sono coinvolte nel rilascio di granuli corticali,
nel blocco della polispermia, nel completamento della meiosi o nell’attivazione del ciclo
cellulare che successivamente determina lo sviluppo embrionale.

Come gia descritto, il mioinositolo ed il D-chiro inositolo sono due isoforme
dell’inositolo. Difetti di disponibilita tissutale o nel metabolismo della molecola D-
chiro-inositolo sembrano svolgere un ruolo importante nello sviluppo dell’insulino-
resistenza (Baillargeon & al. 2003; Baillargeon & al. 2006). Infatti, numerosi studi
hanno mostrato come, in pazienti con PCOS, anche la somministrazione di D-chiro-
inositolo sia in grado di ridurre 1’insulino-resistenza, la quota di androgeni e
testosterone circolanti, ripristinando in alcuni casi anche un’attivita ovulatoria spontanca
e prevenendo il rischio di iperstimolazione ovarica (Nestler & al., 1999; luorno & al,
2002; Ciotta & al., 2010).

Uno studio ha mostrato che la somministrazione di D-chiro-inositolo in donne con
sindrome dell'ovaio policistico causa una diminuzione della risposta insulinica al
glucosio somministrato per via orale. Questo calo € stato probabilmente dovuto ad un
miglioramento della sensibilita periferica all'insulina (Ortmeyer & al., 1993a; Craig &
al., 1994; Asplin & al., 1993; Ortmeyer & al., 1993b). E’ stato inoltre osservato che
nelle donne con una ridotta tolleranza al glucosio, questa condizione migliora.
Contemporaneamente alla riduzione della secrezione di insulina, le donne trattate con
D-chiro-inositolo mostrano un notevole miglioramento nella funzione ovulatoria: nello
studio suddetto la percentuale di donne che ha ovulato ¢ stata dell’86% rispetto al 27%
delle pazienti alle quali & stato somministrato il placebo. Le concentrazioni di androgeni
nel siero sono diminuite nelle donne trattate con D-chiro-inositolo. Esse hanno infine
mostrato una diminuzione sia della pressione sistolica che diastolica, che delle
concentrazioni di trigliceridi plasmatici (Nestler & al., 1999).

Sulla base di questi studi sembra quindi ben delineato il ruolo dell’inositolo nella
fisiopatologia dell’insulino-resistenza e di conseguenza le alterazioni ormonali e
metaboliche delle pazienti affette da PCOS. E’inoltre evidente un possibile ruolo
dell’inositolo nella maturazione ovocitaria nelle donne infertili, ma questo argomento

sara trattato in modo piu dettagliato nel capitolo successivo.
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RUOLO DELL’INOSITOLO NELLA
RIPRODUZIONE UMANA

ORGANI RIPRODUTTIVI MASCHILI

Gli organi riproduttivi maschili sono particolarmente ricchi di inositolo libero
(Eisenberg & Bolden. 1964). Alte concentrazioni sono state riscontrate nel testicolo
nell'epididimo, e nei fluidi prostatici del ratto (Ghafoorunissa. 1975; Lewin & al., 1973;
Hinton & al., 1980).

Il liquido seminale dei mammiferi & quindi una ricca fonte di inositolo libero e, a
conferma di cio, il plasma seminale mostra concentrazioni superiori rispetto al sangue
(Holub. 1986; Ghafoorunissa. 1975). L’epididimo, in particolare, presenta una
concentrazione di inositolo superiore a quella rilevabile nei testicoli. La capacita di
sintesi dell’inositolo da parte dell’apparato riproduttivo maschile & rappresentata in
ordine decrescente a partire dai testicoli, epididimo e vescicole seminali (Baillargeon &
al., 2010).

E’ stato ipotizzato che I’inositolo possa svolgere un ruolo importante nella
maturazione degli spermatozoi e nella loro migrazione dall’epididimo (Voglmayr &
Amann. 1973; Eisenberg. 1967; Morris & Collins. 1971). Poiché inoltre é stato
dimostrato che I’inositolo pud essere sintetizzato in vitro dagli spermatozoi testicolari
(Voglmayr & White. 1971), é possibile ipotizzare che la maggior parte dell’inositolo
testicolare si formi all’interno dei tubuli seminiferi. Uno studio ha mostrato che
I’inositolo presente nei tubuli seminiferi sia molto probabilmente generato dalle cellule
del Sertoli, che lo sintetizzano dal glucosio, allo scopo di creare quello speciale
microambiente nel tubulo seminifero indispensabile per lo sviluppo della cellula
germinale (Robinson & Fritz. 1979). Gli stessi autori hanno ipotizzato inoltre che le
cellule del Sertoli siano le principali responsabili della produzione intratesticolare di
inositolo.

L’inositolo presente nel fluido dei tubuli seminiferi potrebbe essere generato dal
metabolismo del glucosio delle cellule epiteliali (Robinson & Fritz. 1979). Alcuni studi
ipotizzano inoltre che la biosintesi di inositolo potrebbe essere essenziale per il normale
metabolismo dell'epitelio germinale, poiché la sintesi de novo di inositolo potrebbe

rendersi necessaria per il mantenimento di adeguati livelli intracellulari dei precursori
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nucleotidici essenziali per il mantenimento dell'integrita nelle cellule epiteliali adulte
(Morris & Collins. 1971; Charalampous & al., 1961; Tsukagoshi & al., 1966; Lembach
& Charalampous. 1966). Alcuni studi mostrano che alte concentrazioni di mioinositolo
siano importanti anche per 1’osmoregolazione dell'epitelio seminifero (Chauvin &
Griswold. 2004).

Per quanto concerne I’inositolo legato a fosfolipidi, una delle importanti funzioni
che I’TP3 potrebbe svolgere nell’apparato riproduttivo maschile & la mobilizzazione del
calcio che é stato dimostrato attivare la fusione nucleare delle vescicole in vitro
(Sullivan & al., 1993). Quindi, il rilascio di calcio dall’acrosoma potrebbe svolgere un
importante ruolo nel promuovere la fusione delle membrane e quindi 1’esocitosi
(Walensky & Snyder. 1995). Infine, la sintesi dell’inositolo a livello testicolare e la sua
concentrazione non vengono influenzate dalla presenza di inositolo nella dieta o dalla
diminuzione del contenuto di proteine nella dieta (dal 18% al 7%). Apparentemente,
persino in situazioni di malnutrizione, la sintesi dell’inositolo negli organi riproduttivi
non viene influenzata, avvalorando percio 1I’ipotesi che 1’inositolo abbia un ruolo

significativo nella riproduzione maschile (Baillargeon & al., 2010).

ORGANI RIPRODUTTIVI FEMMINILI

L’inositolo controlla, tramite vie di trasduzione del segnale, la secrezione di alcune
ghiandole esocrine come il pancreas ed altri organi tra cui le ovaie. A livello ovarico le
suddette vie di trasduzione intracellulari sono coinvolte nel rilascio di granuli corticali,
nel blocco della polispermia, nel completamento della meiosi o nell’attivazione del ciclo
cellulare che successivamente determina lo sviluppo embrionale (Baillargeon & al.,
2010).

Studi recenti mostrano che i recettori dell’IP3 (InsP3Rs) svolgono, negli ovociti di
mammifero, un ruolo di primaria importanza nella trasduzione del segnale del calcio
che, é stato ipotizzato, possa rivestire un importante funzione nella maturazione degli
ovociti e nei primi stadi della fertilizzazione (Chun & Santella. 2007). Durante
I’0ogenesi il processo di rilascio del calcio ¢ sottoposto a modificazioni che culminano
nella fase finale della maturazione ovocitaria, dove viene raggiunta la massima

sensibilita recettoriale (Sardet & al., 2002). Ovociti di mammifero adulto allo stadio di
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vescicole germinali (GV) presentano oscillazioni spontanee intracellulari di calcio, che
possono causarne anche la rottura.

Uno studio ha mostrato che un’integrazione con il mioinositolo pud aiutare la
maturazione di questi ovociti. E” stato per di piu dimostrato che deplezioni di inositolo,
attraverso una minore attivazione della via di trasduzione del segnale del calcio,
possono influire negativamente sulla maturazione ovocitaria nei mammiferi (Berridge &
Irvine. 1989). E’ stato quindi ipotizzato che possa esistere una relazione tra la
concentrazione del mioinositolo all’interno del fluido follicolare e la qualita ovocitaria,
sia perche i fosfolipidi di inositolo (di cui il mioinositolo & precursore) sono ritenuti
responsabili di importanti segnali intracellulari essenziali per lo sviluppo degli ovociti,
sia perché il mioinositolo sembra migliorare la maturazione in vitro degli ovociti
(Baillargeon & al., 2010; Papaleo & al., 2009a).

Gli effetti del mioinositolo, oltre ad essere stati studiati come marker predittivi della
qualita ovocitaria e quindi della fertilita femminile, sono stati analizzati anche in
pazienti affette da sindrome metabolica, dopo la menopausa. Uno studio ha infatti
mostrato che una dieta integrata con mioinositolo pud aiutare a migliorare
significativamente la pressione arteriosa sistolica e diastolica, il colesterolo ed i livelli
sierici di trigliceridi, diventando quindi un'opzione affidabile nel trattamento della
sindrome metabolica nelle donne in postmenopausa. E’ inoltre importante aggiungere
che in queste pazienti la produzione endogena risulta ridotta, e di conseguenza esse
possono trarre maggiore beneficio da una supplementazione di inositolo rispetto ad altre
pazienti. (Giordano & al., 2011)

SVILUPPO EMBRIONALE E FETALE

L’inositolo e i suoi derivati sono distribuiti nei tessuti di tutti i mammiferi in
maniera ubiquitaria. Nell’'uvomo adulto la concentrazione plasmatica ¢ simile nei maschi
e nelle femmine ed ¢ di circa 24.5 uM. Nei neonati, fino a due settimane dopo il parto,
la concentrazione € piu elevata rispetto all’adulto (Battaglia & al., 1961). Nella vita
intrauterina i livelli ematici fetali di inositolo aumentano durante la prima parte della
gravidanza raggiungendo valori di 125 puM (Beemster & al., 2002); successivamente
decrescono all’aumentare dell’eta gestazionale (Toh & al., 1987; Brachet. 1973).
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Un aspetto importante dello sviluppo embrionale e fetale e la regolazione cellulare.
L’elevato interesse per il ruolo dell’inositolo nella regolazione cellulare ha diverse
motivazioni (Michell. 1989). In primo luogo, I'inositolo € un componente essenziale del
ciclo del fosfatidilinositolo, che sembra essere un sistema di controllo per la
proliferazione cellulare in una vasta gamma di cellule, sia normali che tumorali
(Berridge. 1987). In secondo luogo, [linositolo & un precursore del
glicosilfosfatidilinositolo (GPI) che funge da ancoraggio per molte proteine di
membrana (Low & Saltiel. 1988), alle quali potrebbe conferire un veloce rilascio
tramite fosfolipasi specifiche. E’ quindi ipotizzabile che I’inositolo svolga funzioni
modulatorie sulle giunzioni intercellulari. In terzo luogo, é stato osservato che molti tipi
di cellule, sia animali che vegetali, contengono un complesso sistema di polifosfati di
inositolo, alcuni dei quali sono presenti in concentrazioni estremamente alte (Downes &
MacPhee. 1990). Infine, é stato ampiamente dimostrato che I’inositolo svolge un’attivita
di controllo sul volume e sulla osmolarita cellulare e regola sia il potenziale di
membrana che la permeabilita cellulare durante lo sviluppo embrionale, permettendo
quindi alle cellule di interagire correttamente tra di loro. (Li & Foote. 1995; Kleinzeller
& Ziyadeh. 1990; McConnell & Goldstein. 1990; Strange & al., 1991). Infatti, donne
poliabortive al momento dell’impianto presentano valori di inositolo minori rispetto alle
plurigravide (Chiu & Tam. 1992).

In studi nutrizionali su embrioni in cultura, € stato dimostrato che I'inositolo risulta
essenziale per la crescita delle blastocisti di coniglio e I’hatching delle blastocisti di
criceto (Kane. 1988; Kane & Bavister. 1988). Tuttavia alcuni dati mostrano che
I'inositolo esogeno non e necessario per lo sviluppo delle blastocisti di topo, ma cié non
significa che esso sia coinvolto nello sviluppo embrionale del topo per il quale
I’inositolo endogeno potrebbe essere sufficiente (Kane & al., 1992).

Analizzando i risultati ottenuti in uno studio sulla captazione dell’inositolo da parte
di embrioni di topo, si possono trarre alcune considerazioni (Kane & al., 1992). La
prima riguarda 1’aumento della captazione fino allo stadio di blastocisti, dove I’inositolo
raggiunge i massimi livelli analizzabili. La seconda riguarda sia la dipendenza dal
tempo e la temperatura della captazione, che la stimolazione sodica e I’inibizione
glucosidica del processo di trasporto (che sembra sia saturabile anche in presenza di

concentrazioni elevate di inositolo nel mezzo di coltura). La terza ipotizza che una
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considerevole percentuale (circa 1'8%), dell” inositolo trasportato venga incorporato nel
PI.

Tra tutte le considerazioni suddette, la dipendenza della captazione dallo stadio di
sviluppo dell’embrione risulta particolarmente interessante. L'aumento della captazione,
in proporzione, € risultato maggiore (di circa 12 volte) dallo stadio di zigote (Fig. 10)
alla prima divisione cellulare. Cio non sembra sia dovuto ad un aumento della
concentrazione di proteine (poiché il contenuto proteico dell’embrione di topo rimane
relativamente immutato dalla fase di due cellule alla quella di blastocisti) (Brinster.
1967), ne puo essere causato da un aumento della superficie cellulare (in quanto, in tal
caso, dovrebbe aumentare solo del 26% dallo stadio di zigote alla formazione di due
blastomeri) (Kane & al., 1992.). L’incremento della captazione dell’inositolo potrebbe
quindi essere causato da un aumento della permeabilita della membrana all’inositolo o

da una maggiore sintesi (o attivazione) delle proteine trasportatrici dell’inositolo.

Figura 10. Zigote

Un altro studio ha mostrato che, negli embrioni di topo allo stadio di due cellule
(Fig. 11), I’assorbimento dell’inositolo non ¢ sodio-dipendente, e pud essere inibito
dalla florizina. Gli autori hanno inoltre ipotizzato che la completa abolizione della
captazione sodio-dipendente del mioinositolo sia causata dall’attivazione dei geni
zigotici (Higgins & Kane. 2003).

50



Figura 11. Embrione allo stadio di due cellule

E’ stato anche dimostrato che la deplezione del mioinositolo nel tessuti embrionali
durante I’organogenesi assuma un ruolo importante nell’iperglicemia indotta
dall’embriopatia (Akashi & al., 1991).

Per quanto concerne I’importanza dell’inositolo nello stadio successivo a quello
embrionale, ovvero lo stadio fetale, uno studio ha evidenziato la presenza del
mioinositolo anche nei tessuti fetali, oltre che embrionali, suggerendo la sua importanza
biologica sia nello sviluppo umano precoce che nella crescita e nello sviluppo perinatale
(Jauniaux & al., 2005; Battaglia & al., 1961). L'importanza dell'inositolo nello sviluppo
del sistema nervoso é stata sottolineata da Kok e colleghi in uno studio che mostra come
in feti affetti da idrocefalia i valori di inositolo siano marcatamente inferiori rispetto al
normale (Kok & al., 2003). E’ stato anche dimostrato che 1’inositolo sia implicato nel
danno cellulare alla base della retinopatia e della neuropatia periferica diabetica
(Jedziniak & al., 1981; Lee & Chung. 1999). Inoltre, i livelli di mioinositolo, glucosio e
zinco materni sono associati con il rischio di spina bifida nei nascituri (Groenen & al.,
2003a). Il mioinositolo infatti svolge un ruolo chiave in importanti vie di trasduzione
del segnalazione intracellulare ed un metabolismo non equilibrato per il mioinositolo &
stato associato con difetti del tubo neurale (Groenen & al., 2003b).

Per quanto riguarda la prevenzione dei difetti del tubo neurale (DTN), é
ampiamente utilizzata l'integrazione della dieta delle pazienti in gravidanza con acido
folico (Wald & al., 1991; Czeizel & al., 1992). Tuttavia non tutti i casi di DTN
sembrano rispondere positivamente all’acido folico (Seller. 1994). Una potenziale
nuova terapia per i casi di DTN folato-resistenti & stata suggerita dai risultati di uno
studio nel quale per prevenire la maggior parte dei casi di DTN, alle femmine gravide di
topo veniva somministato mioinositolo (Greene & Copp. 1997). A sostegno di questo
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lavoro, un’ulteriore studio ha dimostrato che la somministrazione dell’inositolo
alimentare riduce la frequenza dei difetti del tubo neurale anche nei ratti diabetici
(Reese & al., 1997). Quindi, per la prima volta, e stato somministrato, sin dal periodo
periconcezionale, mioinositolo alimentare in una coppia di pazienti con due precedenti
gravidanze in cui il feto aveva sviluppato difetti del tubo neurale nonostante la
somministrazione di acido folico. I risultati sono stati ottimi in quanto la gravidanza non
ha evidenziato alcun tipo di anomalie e la somministrazione di inositolo non ha causato
né tossicita (né alla madre né al feto), né contrazioni uterine anomale. Considerati
quindi sia la forte funzione preventiva al NTD che I’inositolo assume nei topi che il
buon esito della gravidanza umana appena descritta, potrebbero sussistere i presupposti
alla valutazione dell’inositolo come terapia aggiuntiva all'acido folico per prevenire lo
sviluppo della NTD folato resistenza (Cavalli & Copp. 2002).
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GRAVIDANZA: INTERAZIONE TRA
INOSITOLO E GLUCOSIO

Il glucosio e il principale substrato metabolico del feto ed & conosciuto sia il suo
meccanismo di passaggio attraverso la placenta che il suo ruolo nella crescita fetale in
condizioni normali e patologiche (Bozzetti & al., 1988; Marconi & al., 1996)

Il glucosio € il principale nutrimento per il feto e il suo trasporto attraverso la
placenta € stato oggetto di numerosi studi in gravidanze portate a termine senza
complicazioni ed in gravidanze ad alto rischio. Tutto il glucosio fetale deriva dal sangue
materno e, solo in minima parte, dalla glucogenesi fetale e placentare (Marconi & al.,
1993).

La necessita fetale di glucosio aumenta esponenzialmente durante tutta la
gravidanza. Questa richiesta e soddisfatta da un aumento del gradiente materno-fetale
per il glucosio e da un aumento dei trasportatori. Infatti, la concentrazione ematica
materna di glucosio & maggiore nel secondo trimestre rispetto al primo per via di
un’aumentata insulino-resistenza. Di conseguenza ¢ stato dimostrato che all’aumentare
dell’epoca gestazionale la concentrazione del glucosio nella vena ombelicale diminuisce
significativamente e, poiché la concentrazione nelle arterie uterine non varia, vi € un
aumentato passaggio di glucosio tra madre e feto. Uno studio ha anche mostrato che il
rapporto tra la concentrazione materna e fetale é lineare e significativo in gravidanze
senza complicazioni (Fig. 12) (Marconi & al., 1996).

g
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Figura 12. Relazione tra glicemia fetale e materna. Sono indicate le concentrazioni del glucosio espresse
in mM nell’arteria materna (ascissa) e nella vena ombelicale (ordinata) in feti il cui peso & appropriato
all'eta gestazionale compreso tra il 10° e il 90° percentile (¢) (Appropriate for Gestational Age, AGA) e
ritardo di crescita fetale (IUGR) (o) (Marconi & al., 1996).
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Ancora poco studiati sono altri carboidrati, chiamati “alternativi”, e coinvolti nel
metabolismo materno e fetale tra i quali inositolo, sorbitolo e mannitolo. La recente
disponibilita della High Performance Liquid Cromatography (HPLC) ha permesso di
analizzare le concentrazioni materne e fetali di questi metaboliti. E’ stato cosi possibile
dimostrare che nelle gravidanze umane portate a termine senza complicazioni 1’inositolo
e prodotto dal feto, il sorbitolo & prodotto dalla placenta, e che vi sia un significativo
uptake ombelicale di mannosio dalla circolazione materna (Brusati & al., 2005).

Un recente studio ha dimostrato che la concentrazione di inositolo é
significativamente piu elevata nel sangue venoso ed arterioso ombelicale (p<0.001),
rispetto a quello materno: il rapporto UA/M é di 4.10. | suoi livelli sono maggiori
nell'arteria rispetto alla vena ombelicale, e per questo la differenza veno-arteriosa
ombelicale risulta significativamente (p<0.005) negativa (Fig. 13). Inoltre esiste una
relazione inversamente proporzionale tra differenza veno-arteriosa ombelicale e
concentrazione arteriosa ombelicale. Questi dati suggeriscono quindi una produzione di

inositolo nel compartimento fetale (Brusati & al., 2005).
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Figura 13. Relazione inversa tra la differenza veno-arteriosa ombelicale ¢ la concentrazione nell’arteria

ombelicale di inositolo (Brusati & al., 2005).

L’inositolo, come detto in precedenza, & presente in forma libera in tutti i tessuti
umani, ma la sua concentrazione e particolarmente elevata nelle prime fasi dello
sviluppo (Jauniaux & al., 2005). L’enzima richiesto per sua la sintesi a partire dal
glucosio (glucosio-6-P ciclasi) € stato trovato sia nella placenta umana che nel cordone

ombelicale. E stato osservato che il glucosio inibisce competitivamente anche il
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trasporto di inositolo all'interno delle cellule (Akashi & al., 1991). Inoltre, é stata
dimostrata un'interessante correlazione tra bassi livelli di inositolo e un aumento delle
malformazioni fetali in donne affette da diabete in quanto I’iperglicemia materna
provoca un’inibizione nell’uptake cellulare dell’inositolo (Groenen & al., 2003; Akashi
& al., 1991; Weigensberg & al., 1990).

La crescita ed il benessere fetale nella gravidanza diabetica dipendono da diversi
fattori, tra i quali il controllo metabolico glucidico materno che sembra rivestire un
ruolo cardine (Raychaudhuri & Maresh. 2000). 1l figlio di una donna diabetica presenta
un diverso rapporto massa magra / massa grassa rispetto al figlio di una donna con
gravidanza fisiologica di pari peso alla nascita (Catalano & al., 2003). Pertanto appare
chiaro che la valutazione del solo peso alla nascita, come termine di paragone tra
neonati, non rappresenti un parametro di univoca interpretazione. Inoltre, la tendenza
alla crescita eccessiva del feto della donna diabetica sembra essere maggiormente
associata alla eccessiva crescita dei tessuti insulino-sensibili, come il tessuto adiposo.
La misurazione ecografica dei parametri biometrici fetali permette una stima della
crescita ossea, parenchimale viscerale e del tessuto adiposo fetale. Parretti et al. (2003)
hanno osservato che la crescita della massa magra e della massa grassa dei feti di donne
con intolleranza glucidica ma non diabetiche era diversa da feti di donne con tolleranza
glucidica normale. In uno studio e stato dimostrato che la tendenza alla crescita
eccessiva in caso di gravidanza diabetica inizia a manifestarsi gia intorno alla 24°
settimana di gestazione, indipendentemente dal controllo glicemico (periferico) materno
(Greco & al., 2003a). Questo dato indica che i tessuti insulino-sensibili (adipe e
muscolo) possano subire uno stimolo alla crescita (fattori endocrini) superiore a quello
che avviene nei tessuti di feto di donna con gravidanza fisiologica anche in assenza di
un cattivo controllo metabolico materno.

Diversi studi hanno dimostrato che 1’ecografia puo essere utilizzata come metodica
elettiva (poiché non invasiva e altamente riproducibile) per la valutazione della crescita
fetale (Greco & al., 2003; Greco & al., 2003b; Larciprete & al., 2003). Schaefer-Graf &
al. (2004) non hanno tuttavia osservato modificazioni degli esiti di gravidanze
diabetiche trattate in base sia alla glicemia materna postprandiale che ai dati ecografici,
rispetto agli esiti rilevati in gravidanze diabetiche nelle quali era monitorata solo la
glicemia materna. Il coinvolgimento di fattori endocrino/paracrini sembra rivestire

pertanto un ruolo chiave nello sviluppo eccessivo di tessuto adiposo in feti di madre
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diabetica. Negli ultimi anni € stato dimostrato che una famiglia di secondi messaggeri
dell’insulina, gli inositolo fosfoglicani, svolge azioni interessanti nel diabete e nella
gravidanza nell’'uvomo. In studi in vitro e in vivo due principali classi, 1’inositolo
fosfoglicano di tipo P e di tipo A (rispettivamente P-IPG e A-IPG), hanno mostrato la
capacita di svolgere effetti insulino-simili anche in assenza di insulina (Varela-Nieto &
al., 1996). Ciascuna classe sembra svolgere effetti specifici: P-IPG & essenzialmente
legato al metabolismo glucidico, mentre la classe A (A-IPG) é coinvolta in maniera
specifica nella stimolazione della lipogenesi (Varela-Nieto & al., 1996). Alcuni studi
hanno recentemente mostrato come la concentrazione di P-IPG aumenti
fisiologicamente in gravidanza (Scioscia & al., 2006a), soprattutto nel compartimento
fetale (Scioscia & al., 2007a). Inoltre nella placenta umana (di pazienti non diabetiche) &
stata evidenziata una diretta correlazione tra la via di segnale insulinica ed il P-IPG
(Scioscia & al., 2006b). Inoltre le urine di donne con diabete gestazionale presentano
una riduzione dell’A-IPG, che potrebbe giustificare ’alterata produzione di tessuto
adiposo nel diabete (Scioscia & al., 2007c) . Sembra pertanto ipotizzabile un rapporto
tra i livelli di queste molecole e la crescita fetale (Scioscia & al., 2007b; Scioscia & al.,
2006b; Scioscia & al., 2007b; Rademacher & al., 2007). Infine, € stato ipotizzato che
I’integrazione con inositolo nelle pazienti affette da diabete gestazionale potrebbe
migliorarne I’insulino-resistenza. Uno studio ha osservato quindi gli effetti causati dalla
somministrazione, in pazienti affette da diabete gestazionale, di mioinositolo (4 g al
giorno) piu acido folico (400 mg al giorno), rispetto ai controlli (ai quali veniva
somministrato solo acido folico). | risultati mostrano che I’utilizzo dell’inositolo in
pazienti affette da diabete gestazionale migliora gli indici di insulino-resistenza e 1’esito
materno-fetale (Corrado & al., 2011).
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NEONATI PREMATURI: SINDROME DA
DISTRESS RESPIRATORIO

L’inositolo ¢ un nutriente essenziale necessario per la crescita e la sopravvivenza di
cellule umane in coltura (Eagle & al., 1957). Sono stati condotti numerosi studi sulla
capacita dell’inositolo di promuovere la differenziazione fetale e lo sviluppo polmonare,
perché e stato dimostrato che la disponibilita di inositolo puo controllare la formazione
dei fosfolipidi surfattanti nei tessuti polmonari immaturi (Howlett & Ohlsson. 2003;
Hallman & Epstein. 1980; Hallman. 1984). Inoltre, la sua diminuzione al termine della
gravidanza permette 1’aumento di fosfatidil-glicerolo poche settimane prima della
nascita. Questo spiegherebbe in parte perche i feti nati prima del termine o da madri
diabetiche siano a maggior rischio di sviluppare la sindrome da distress respiratorio
(RDS) (Cunningham & al., 1978).

In uno studio condotto su neonati prematuri affetti da sindrome da distress
respiratorio e stata somministrata una quantita di inositolo di 40 mg/Kg ogni 6 ore a
partire da 48 ore e fino a 10 giorni dopo la nascita. Tale dose di inositolo & pari a quella
che i nati pretermine ricevono dal latte materno. Infatti nei neonati prematuri i livelli
sierici di inositolo sono circa 20 volte piu alti rispetto a quelli presenti nel siero materno
(Lewin & al., 1978; Bromberger & Hallmann. 1986; Burton & Wells. 1974; Howlett &
Ohlsson. 2003). | risultati mostrano, tra il secondo ed il terzo giorno, un aumento della
concentrazione sierica di inositolo (che invece decresce nei controlli), che perdura fino
al sedicesimo giorno. | risultati hanno mostrato inoltre che, 5 giorni dopo la nascita,
I’integrazione con inositolo porta sia ad un aumento significativo della fosfatidilcolina e
del fosfatidilinositolo, che ad una importante diminuzione della sfingomielina e della
fosfatidilserina nell’espirato tracheale dimostrando (come gia accennato) che la sintesi
del surfattante e la sua secrezione vengono influenzati dall’inositolo (Hallman & al.,
1987; Hallman & al., 1992). Inoltre, una diminuzione nei livelli di inositolo nei bambini
con sindrome da distress respiratorio, puo essere un segno di aggravamento della
malattia (Hallman & al., 1985). Infatti integrando con inositolo la dieta dei neonati
prematuri che soffrono di distress respiratorio, € possibile ridurne la mortalita e le

complicanze polmonari. (Howlett & Ohlsson. 2003).
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Oltre alla RDS, un’altra patologia che ha un maggior rischio di incidenza nei
neonati prematuri € la retinopatia. Alcuni dati hanno mostrato che il trattamento con
inositolo diminuisce anche la gravita di tale patologia. (Howlett & Ohlsson. 2003;
Hallman & al., 1986; Hallman & al., 1990; Hallman & al., 1992).

In conclusione, si puo affermare che 1’apporto supplementare di inositolo porta a
riduzioni statisticamente significativamente e clinicamente importanti di rilevanti esiti
neonatali sfavorevoli a breve termine. Questa probabilmente é la ragione per la quale il
latte materno contiene alte concentrazioni di inositolo (Howlett & Ohlsson. 2003).
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FERTILITA’ E RIPRODUZIONE ASSISTITA

La fertilizzazione in vitro (IVF) viene impiegata come procedura di riproduzione
assistita nelle coppie con problemi legati all’infertilita. Alcuni studi hanno suggerito che
il mioinositolo svolga un ruolo importante nella morfogenesi cellulare e citogenesi,
nella sintesi dei lipidi, nella formazione delle membrane cellulari e nella crescita
cellulare (Berridge. 1987; Downes. 1989). E’ inoltre noto il ruolo dell’inositolo come
precursore dei fosfolipidi responsabili della generazione di importanti segnali
intracellulari per lo sviluppo degli ovociti di mammifero (Lewin & al., 1973; Indyk &
Woollard. 1994; Downes 1989; Fujiwara & al., 1993). La presenza del mioinositolo nei
fluidi corporei umani e il suo effetto sulla maturazione degli ovociti di topo in vitro
(Pesty & al., 1994) hanno portato Chiu & al. a studiare il ruolo dell’inositolo nella
riproduzione assistita (Chiu & al., 2002). | dati raccolti da Chiu & al. hanno dimostrato,
per la prima volta, la presenza del mioinositolo nel fluido follicolare umano (Chiu & al.,
2002). | risultati del suddetto studio hanno inoltre evidenziato una differenza
significativa tra la concentrazione del mioinositolo nel fluido follicolare e nel siero
(Chiu & al., 2002). Questi dati sono in linea con altri studi che hanno dimostrato
variazioni tra le concentrazioni di mioinositolo in fluidi corporei diversi (Lewin & al.,
1973).

La valutazione della maturita degli ovociti, durante il loro recupero in cicli di IVF,
viene eseguita tramite la valutazione morfologica della complesso cumulo-ovocita, e la
successiva decoronizzazione ovocitaria tramite procedure sia enzimatiche che
meccaniche (Imthurn & al., 1996; Rattanachaiyanont & al., 1999). Gli ovociti raccolti
durante il recupero ovocitario in IVF possono trovarsi nello stadio di vescicola
germinale (Fig. 14) (VG, é uno stato di immatutrita ovocitaria, caratterizzato da un
nucleo prominente denominato vescicola germinale, che contiene la cromatina
decondensata), metafase I (Fig. 15) (MI, in risposta a stimoli ormonali la vescicola
germinale si rompe (GVBD) e I’ovocita progredisce in metafase I) e metafase Il

(Fig.16) (MII, I’ovocita € pronto per essere inseminato) (Tosti. 2006).
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Figura 14. Ovocita allo stadio di vescicola germinale

Figura 15. Ovocita allo stadio di metafase |

Figura 16. Ovocita allo stadio di metafase |1

Durante I’induzione dell’ovulazione in un ciclo di fecondazione assistita i due
parametri che vengono monitorati sono: la concentrazione dell’estradiolo e la grandezza

ed il numero dei follicoli. L’incremento dei suddetti parametri ¢ stato correlato anche
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con un elevato livello di mioinositolo nel fluido follicolare (Chiu & al., 2002). Chiu &
al. hanno inoltre evidenziato che la concentrazione del mioinositolo é significativamente
piu elevata nei follicoli contenenti ovociti di buona qualita rispetto ai follicoli
contenenti ovociti di scarsa qualita (Fig. 17) (Chiu & al., 2002).
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Figura 17. Correlazione tra il volume del liquido follicolare (FF) e mioinositolo contenuto nel fluido
follicolare nei campioni ottenuti da pazienti IVF durante il recupero degli ovociti. o = Gruppo A: i
follicoli hanno prodotto ovociti maturi che sono stati successivamente fertilizzato (r = 0,471, p <0,01), e o
= Gruppo B: follicoli che avevano prodotto ovociti immaturi e che non hanno successivamente
fertilizzato (r = 0,613, p <0,01) (Chiu & al., 2002).

E’ stato osservato che il mioinositolo, grazie alla sua capacita di aumentare la
sensibilita all’insulina, contribuisce anche a migliorare la qualita ovocitaria e ad
aumentare il numero di ovociti raccolti dopo stimolazione ovarica in pazienti affette da
PCOS (Ciotta & al., 2010). Infatti Ciotta & al. hanno mostrato che il numero dei
follicoli di diametro maggiore a 15 mm e il numero degli ovociti recuperati al momento
del recupero ovocitario sono risultati significativamente maggiori nelle pazienti affette
da PCOS trattate con mioinositolo, cosi come il numero medio e la qualita degli
embrioni trasferiti, rispetto ai controlli (pazienti affette da PCOS trattate in assenza di
mioinositolo). E’ stata osservata anche una significativa riduzione del numero medio
degli ovociti immaturi (vescicole germinali e ovociti degenerati).

Gli ovociti immaturi, raccolti al momento del recupero ovocitario, possono essere
maturati in vitro (IVM). Studi sull’lVM di ovociti umani hanno dimostrato che la
maggior parte degli ovociti maturati con la IVM risultano incompetenti, forse a causa di

un’incompleta maturazione citoplasmatica (Trounson & al., 1998; Mikkelsen &
ol
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Lindenberg., 2001). Tale scarso risultato dell’ IVM puo essere collegato alla mancanza
di una metodologia di valutazione della maturazione citoplasmatica in vitro (Rutherford.
1998; Chiu & al., 2003).

La meiosi negli ovociti di mammiferi inizia nell'ovaio fetale e progredisce
attraverso la maggior parte della profase I, prima di arrestarsi allo stadio diplotene
formando i follicoli primordiali (Chiu & al., 2003). Dopo la nascita, i follicoli
primordiali entrano in una fase di sviluppo che é indipendente dalle concentrazioni di
gonadotropine (Chiu & al., 2003). Gli ovociti si allargano e si formano diversi strati di
cellule della granulosa che li circondano. Hartshorne & al. ha mostrato che quando i
follicoli di topo raggiungono la grandezza di 140 micron, il fluido inizia a riempire
I'antro e, da questo momento in poi, l'ulteriore sviluppo di questi follicoli diventa
gonadotropine-dipendente (Hartshorne & al., 1994).

E’ stato ipotizzato che la ripresa della maturazione meiotica sia controllata sia dalla
perdita di input inibitorio che dalla generazione di segnali di stimolazione (Downs.
1995). E' ormai stabilito in molte specie che l'isolamento degli ovociti dai loro follicoli
possa indurre la ripresa della meiosi in vitro, probabilmente a causa della rimozione dei
naturali stimoli inibitori dei follicoli (Eppig & al., 1994;. Brzyski & al., 1999;. Smith &
al., 2000). Tuttavia, i tassi di gravidanza complessivi da ovociti maturati in vitro
rimangono molto bassi nella maggior parte dei primati, inclusi gli esseri umani. Questo
calo nella vitalita dell'embrione puo essere collegato alla scadente qualita ovocitaria in
seguito alla maturazione in vitro (Gomez & al., 1993; Schramm & Bavister. 1995;
Smitz & Cortvrindt. 1999).

Le condizioni ambientali per la maturazione degli ovociti in vitro restano infatti
inferiori rispetto allo sviluppo in vivo per ragioni che ancora non sono pienamente
comprese. L'integrazione dei diversi terreni di maturazione con fattori di crescita e
gonadotropine ha fornito piccoli miglioramenti nei risultati dell’lVM in animali e
ovociti umani (Gomez & al., 1993;. Boland & Gosden. 1994; Smitz & Cortvrindt.
1999).

L’importanza dell’attivazione del ciclo del Pl nella generazione dei segnali di
stimolazione per lo sviluppo ovocitario € diventata ancora piu evidente negli ultimi anni
(Downes. 1989; Berridge & Irvine. 1989; Fujiwara & al., 1993;. Fissore & al., 1999).
L'attivazione del ciclo del P1 pu0 derivare da stimoli ormonali o da fattori di crescita, e
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coinvolge una idrolisi recettore-dipendente del Pl da fosfolipasi C per generare due
secondi messaggeri: 1’inositolo 1,4,5- trisfosfato e il diacilglicerolo (Chiu & al., 2003).
L’elemento che ha inoltre mostrato svolgere un ruolo fondamentale nella maturazione
ovocitaria nei mammiferi € il calcio (Gudermann & al., 1992; Mehlmann & Kline.
1994).

Alcuni autori hanno suggerito che la via del PI sia di primaria importanza nella
mobilizzazione del calcio intracellulare (Downes. 1989; Berridge. 1993; Berridge &
Irvine. 1989; Downes & Macphee. 1990; Fujiwara & al., 1993).

Il calcio e un segnale intracellulare ubiquitario che svolge un ruolo fondamentale
nella regolazione di diverse funzioni cellulari (Berridge. 1993). Infatti alcuni autori
hanno suggerito che la trasduzione del segnale del calcio possa aiutare la ripresa
meiotica in ovociti di mammiferi (Lefevre & al., 1995; Berridge. 1993;. Fujiwara & al.,
1993; Mehlmann & Kline. 1994; Pesty & al., 1998).

Poiche il mioinositolo & un precursore dei fosfoinositidi, € possibile ipotizzare che
il mioinositolo contenuto nel fluido follicolare possa essere sottoposto al metabolismo
del PI durante il processo di maturazione degli ovociti umani (Chiu & al., 2002;
Downes & Macphee. 1990). Alcuni autori, suggeriscono infatti che il mioinositolo, 1’1P3
ed i suoi recettori possano svolgere, nel fluido follicolare, un importante ruolo durante
la maturazione dell'ovocita negli esseri umani. Le concentrazioni piu elevate di
mioinositolo nel fluido follicolare contenente ovociti di buona qualita potrebbero anche
indicare che sia necessario un trasporto attivo di mioinositolo per mantenerne
I'omeostasi (Chiu & al., 2002).

E’ stato inoltre osservato che gli ovociti a cui € stato somministrato mioinositolo
presentano una maggiore frequenza nella rottura della vescicola germinale rispetto ai
controlli (ovociti incubati in un terreno in assenza di mioinositolo) (Chiu & al., 2003)
(Fig. 18).
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Figura 18. Cinetica della rottura della vescicola germinale. Terreno di coltura degli ovociti senza
mioinositolo, contenente una concentrazione di 30 mmoli/l di inositolo, 0 50 mmol/l per un periodo di 4
ore (Chiu & al., 2003).

Il suddetto studio ha inoltre osservato che le correnti transitorie spontanee indotte
dall’attivazione dei canali del calcio sono dirette nella regione nucleare e poi si
diffondono a livello globale verso l'area corticale negli ovociti GV in fase di
maturazione in vitro (Chiu & al., 2003). Il trattamento degli ovociti GV con una dose
ottimale di mioinositolo € in grado di produrre un ulteriore aumento del calcio
intracellulare, che e seguito da un pattern di oscillazioni spontanee di calcio, come é
stato osservato nei controlli (ovociti GV non trattati con mioinositolo) (Chiu & al.,
2003).

Nell’insieme questi risultati forniscono un ulteriore supporto all’ipotesi che il
mioinositolo possa favorire un miglioramento nella maturazione meiotica attraverso
I’induzione della trasduzione del segnale intracellulare del calcio (Chiu & al., 2003).
Una completa maturazione meiotica richiede cambiamenti intracellulari associati sia
alle componenti nucleari che citoplasmatiche (Chiu & al., 2003). Anche se la maggior
parte dei cambiamenti morfologici e biochimici durante la maturazione dell'ovocita
sono ben documentati, I'identificazione dei fattori specifici che determinano questi
cambiamenti & incompleta (Fulka & al., 1998).

La fecondabilita degli ovociti, la loro capacita di iniziare la divisione embrionale,
ed il successivo sviluppo preimpianto sono attualmente considerate come parte
integrante di una corretta valutazione della maturazione citoplasmatica (Vitt & al.,
2001). Il fallimento della fertilizzazione, osservato in ovociti incompetenti, & spesso
associato con la penetrazione degli spermatozoi nell’ovocita, ma col successivo
fallimento nella formazione dei due pronuclei (Chiu & al., 2003). Chiu & al. hanno

osservato che un’elevata percentuale degli ovociti non fertilizzati, non erano stati
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incubati con terreni contenenti mioinositolo durante 1’ITVM (Chiu & al., 2003).
L'incapacita degli ovociti maturati in vitro a fertilizzare dopo la penetrazione del liquido
seminale puo quindi essere correlata alla loro incompleta maturazione citoplasmatica
(Fulka & al., 1998).

Chiu & al. hanno anche osservato che lo sviluppo dei gameti, la maturazione degli
ovociti, la fertlizzazione, ed il primo sviluppo embrionale (Mehlmann & Kline. 1994;
Jones & al., 1995a; Stachecki & Armant. 1996) sono significativamente piu elevati
negli ovociti GV messi in coltura con un terreno contenente mioinositolo rispetto agli
ovociti GV messi in coltura con un terreno di controllo (Chiu & al., 2003).

Sulla base dei suddetti studi € ipotizzabile che il mioinositolo potrebbe aumentare il
tasso di maturazione meiotica e il potenziale successivo sviluppo della maturazione
ovocitaria attraverso la prematura attivazione delle correnti transienti indotte
dall’attivazione dei canali del calcio che, a loro volta, potrebbe accelerare il ciclo
cellulare di sintesi e / o attivita proteica (Chiu & al., 2003).

Gli stessi autori hanno infine evidenziato la diretta proporzinalita tra la quantita del
mioinositolo nel fluido follicolare e sia il numero di blastomeri che la qualita

morfologica degli embrioni sviluppati. (Chiu & al., 2002) (Fig. 19).

~o.. Regression CELL NO. = -4.408 + 0.21695 * MI2(FF)
95% confid. Correlation: r = 0.51924
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Figura 19. Correlazione tra lo stadio di sviluppo embrionale e il livello di mioinositolo nel fluido
follicolare. La retta mostra una correlazione positiva tra le variabili (r:0,519, p:<0,01). L’asse verticale
rappresenta lo stadio di sviluppo embrionale in temini di numeri di blastomeri (1-8) e ’asse orizzontale

rappresenta la concentrazione (umol/l) del mioinositolo nel fluido follicolare (Chiu & al., 2002)
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L’inositolo inoltre ha dimostrato svolgere un importante ruolo nel successo della
gravidanza: bassi livelli di inositolo corrispondono ad un piu alto rischio di aborto
spontaneo: questo suggerisce che i livelli di inositolo possono essere associati al tasso di
gravidanza.

In conclusione quindi, 1’alta concentrazione di inositolo presente negli organi
maschili e femminili, negli embrioni durante I’embriogenesi e nel siero delle donne in
gravidanza suggerisce che esso svolga un ruolo importante nella fertilita, e di

conseguenza nella riproduzione assistita.
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EFFETTI DELL’ INOSITOLO SULLA
RISPOSTA OVARICA E SULLA QUA LITA’
OVOCITARIA NELLE PAZIENTI CON
SINDROME DELL’OVAIO POLICISTICO
SOTTOPOSTE A INDUZIONE DELL’OVU
LAZIONE ED INSEMINAZIONE OVOCITA
RIA TRAMITE INIEZIONE INTRACITOPLAS
MATICA DELLO SPERMATOZOO (ICSI)

La ICSI (Fig. 20) ¢ ampiamente utilizzata nell’'uomo per il trattamento

dell’infertilita maschile grave (Palermo & al., 1992; Van Steirteghem & al., 1993).

Figura 20. Iniezione intracitoplasmatica dello Spermatozoo (ICSI)

Poiché nella ICSI risultano assenti sia la selezione naturale degli spermatozoi, che
le naturali interazioni fisiologiche tra l'ovocita e lo spermatozoo, sono state espresse
preoccupazioni in merito alla sicurezza di impiego di questa tecnica (Schultz &
Williams. 2002). Tuttavia 1’esito clinico, in termini di bambini nati sani dopo

trattamento con ICSI, e stato rassicurante (Bonduelle & al., 1996; Tarlatzis &
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Grimbizis. 1999; Sutcliffe & al., 2001); anche se alcuni studi hanno evidenziato una
diminuzione nello sviluppo degli embrioni (Shoukir & al., 1998; Dumoulin & al., 2000;
Bhattacharya & al., 2001), una incidenza di alterazioni del cariotipo leggermente piu
alta (Macas & al., 2001. ), e altre anomalie congenite nei bambini concepiti tramite ICSI
(Bowen & al., 1998; Wennerholm & al., 2000). Non & chiaro se questi difetti siano
legati alla procedura ICSI di per sé o piuttosto ad anomalie del liquido seminale dei
partner infertili. Nei mammiferi ['attivazione ovocitaria induce oscillazioni
intracitoplasmatiche di ioni calcio che iniziano quando l'ovocita viene penetrato dallo
spermatozoo (Cuthbertson & Cobbold. 1985; Kline & Kline. 1992; Miyazaki & al.,
1986; Taylor & al., 1993; Ozil & al., 2005; Jedrusik & al., 2007), e possono protrarsi
per diverse ore fino alla formazione dei due pronuclei (Jones & al., 1995b; Miyazaki &
al., 1993; Schultz & Kopf. 1995). Alcuni studi suggeriscono che esista un fattore
prodotto dallo spermatozoo fecondante, il fattore spermatico (SF), che e responsabile
dell’induzione di queste oscillazioni dei livelli di calcio (Dale & al., 1985; Stice & Robl.
1990; Swann. 1990; Swann & Lai. 1997; Dale & al., 1985; Stice & Robl. 1990; Swann.
1990; Fissore & al., 1998).

La capacita dell’ovocita di essere attivato dallo spermatozoo fecondante si sviluppa
durante la maturazione meiotica (Jedrusik & al., 2007). Anche se la descrizione delle
oscillazioni del calcio indotte da SF non e stata completamente caratterizzata, alcuni
studi suggeriscono che essa possa essere stimolata dal turnover del Pl e dalla
produzione di IP3 (Jones & al., 1998; Wu & al., 2001; Saunders & al., 2002; Jellerette &
al., 2000; Miyazaki & al., 1993; Miyazaki & al., 1992; Parrington & al., 1998), verso
cui I’ovocita sviluppa sensibilita durante la sua maturazione (Mehlmann & Kline. 1994;
Jones & al., 1995a; Fujiwara & al., 1993). Anche il cambiamento nell’organizzazione
del reticolo endoplasmatico durante la maturazione ovocitaria potrebbe contribuire allo
sviluppo della suddetta sensibilita (Jedrusik & al., 2007). E' stato infatti dimostrato che,
nella maturazione dell’ovocita murino, il reticolo endoplasmatico subisce una
riorganizzazione e che nell’ovocita maturo si posiziona all'interno della regione
corticale (Mehlmann & al., 1995). Questi cambiamenti coincidono con la ridistribuzione
e I'aumento del numero di recettori IP; (Mehlmann & al., 1996).

In relazione agli studi sopracitati, la ICSI (Nakano & al., 1997) ha mostrato di
generare oscillazioni del calcio molto simili a quelle indotte dalla fecondazione naturale
(Wu & al., 1997; Wu & al., 1998; Swann & Parrington. 1999). E’ stato tuttavia
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ipotizzato che la ICSI potrebbe avere un impatto negativo sullo sviluppo embrionale
influenzando il rilascio di SF, che potrebbe dar luogo all’induzione di un anormale
stimolo di attivazione (Kurokawa & Fissore. 2003). E’ inoltre utile evidenziare che
studi sulla ICSI hanno rivelato che Il'immobilizzazione dello spermatozoo, che
presumibilmente provoca la rottura della membrana plasmatica dello spermatozoo in
modo da facilitare il rilascio di SF, & necessaria per ottenere alti tassi di fertilizzazione
(Palermo & al., 1996; Vanderzwalmen & al., 1996; Yanagimachi. 1998).

La ICSI e utilizzata come tecnica di fecondazione assistita in pazienti affette da
PCOS, poiché, come e gia stato descritto, la sindrome dell’ovaio policistico € la causa
piu frequente di infertilita da anovulazione cronica nella donna in periodo fertile. Una
percentuale compresa tra il 30 e il 40% di donne affette da sindrome dell’ovaio
policistico (PCOS) presenta inoltre una ridotta tolleranza al glucosio e, allo stesso
tempo, un difetto nei meccanismi di trasduzione del segnale insulinico sembra essere
implicato nella patogenesi della resistenza insulinica (Ciotta & al., 2010).

Il ruolo biologico dell’inositolo comprende una specifica attivita di controllo del
metabolismo dei grassi e degli zuccheri e delle funzionalita cellulari del sistema
nervoso. Nei casi di insulino-resistenza o di diabete di tipo II, I’inositolo contribuisce a
migliorare il quadro clinico complessivo. In questo contesto 1’inositolo puo quindi
risultare utile per prevenire e correggere i meccanismi fisiopatologici alla base delle
alterazioni metaboliche e riproduttive connesse alla sindrome dell’ovaio policistico
(Ciotta & al., 2010).

Uno studio ha valutato gli effetti del mioinositolo sulla qualita degli ovociti nella
sindrome dell'ovaio policistico (PCOS) in pazienti sottoposti a iniezione
intracitoplasmatica dello spermatozoo (ICSI) (Papaleo & al., 2009b). Le pazienti
prescelte per questo studio, oltre che essere affette da PCO, dovevano essere hormopeso
ed avere un partner affetto da infertilita. Le pazienti sono state suddivise in due gruppi:
al primo gruppo é stato somministrato mioinositolo combinato con acido folico mentre
al gruppo di controllo e stato somministrato il solo acido folico.

| risultati mostrano che nelle pazienti con PCOS, il trattamento con mioinositolo e
acido folico, rispetto all’assunzione di solo acido folico, riduce il numero di vescicole
germinali e di ovociti degenerati al momento del pick-up ovocitario, senza
compromettere il numero totale degli ovociti recuperati. Anche il numero degli

embrioni sviluppati dopo la ICSI risulta maggiore rispetto ai controlli, ed anche in
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questo caso senza compromettere la qualita morfologica dell’embrione. E’ stato
riscontrato inoltre anche un leggero aumento del numero di gravidanze. (Papaleo & al.,
2009b). Questi risultati sono in linea con quelli riscontrati in altri studi, suggerendo
I’effetto positivo che il mioinositolo svolge nello sviluppo degli ovociti (Ciotta & al.,
2010).

In conclusione, confrontando i risultati con i dati forniti dalla letteratura scientifica,
si puo evincere che il mioinositolo costituisce un trattamento semplice e sicuro in grado
di ripristinare ’attivita ovarica spontanea e conseguentemente la fertilita nella maggior

parte delle pazienti affette da sindrome dell’ovaio policistico (Papaleo & al., 2009b).
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CONCLUSIONI

L’inositolo e i suoi derivati sono variamente distribuiti in tutti i tessuti di tutti i
mammiferi, con un’elevata concentrazione negli organi riproduttivi maschili e
femminili. L’inositolo ¢ altresi presente sia nell’embrione che nel feto, dove svolge un
importante ruolo nella regolazione cellulare. Inoltre, I'inositolo € una componente
essenziale del ciclo del fosfatidilinositolo che sembra essere un sistema di controllo per
la proliferazione cellulare in una vasta gamma di cellule, sia normali che tumorali.
Infine, e stato ampiamente dimostrato che esso svolga un’attivita di controllo sul
volume e sulla osmolarita cellulare. Esso regola inoltre il potenziale di membrana e la
permeabilita cellulare durante lo sviluppo embrionale, permettendo quindi alle cellule di
interagire correttamente tra loro.

Per quanto concerne la fecondazione assistita, & stato dimostrato che il trattamento
con mioinositolo in pazienti affette da PCOS riduce I’insulino-resistenza garantendo il
ripristino dell’ovulazione, e riducendo il rischio di iperstimolazione ovarica. Inoltre
concentrazioni elevate di mioinositolo nel fluido follicolare umano sono state descritte
come marcatori di buona qualita ovocitaria. L’integrazione con mioinositolo nelle
pazienti che si sottopongono a cicli IVF € anche positivamente correlata alla maturita
ovocitaria ed alla progressione meiotica. Inoltre é stato dimostrato che nelle pazienti con
PCOS il trattamento con mioinositolo e acido folico riduce il numero di vescicole
germinali, di ovociti degenerati al prelievo ovocitario e garantisce una buona qualita
negli embrioni sviluppati dopo I’inseminazione. E’ stato riscontrato anche un leggero
aumento del numero di gravidanze. Nell’insieme queste osservazioni confermano
I’importanza del ruolo che I’inositolo svolge sia nella preservazione della fertilita che

nella riproduzione assistita.
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