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I. RIASSUNTO 

Gli  estrogeni  esercitano  molteplici  effetti  protettivi  sul  sistema  cardiovascolare, 

come dimostrato dal fatto che nelle donne in età riproduttiva c’è una minore incidenza 

di patologie cardiovascolari rispetto agli uomini e alle donne  in post‐menopausa. Tali 

effetti,  confermati  da  numerose  evidenze  sperimentali,  sono  dovuti  all’interazione 

dell’estradiolo con due distinte  isoforme recettoriali, ERα ed ERβ, entrambe espresse 

sia  nello  strato muscolare  che  in  quello  endoteliale  della  parete  vascolare. A  livello 

muscolare,  l’estradiolo ha effetti anti‐infiammatori e antiproliferativi mentre, a  livello 

endoteliale,  induce  vasodilatazione  attraverso  la  modulazione  genomica  e  non 

genomica  della  NO  sintasi  endoteliale,  enzima  chiave  per  la  regolazione  del  tono 

vascolare. 

È  stato  quindi  ipotizzato  che  la  terapia  estrogenica  sostitutiva  potesse  ridurre  il 

rischio di patologie  cardiovascolari nelle donne  in post‐menopausa. Tuttavia,  recenti 

studi clinici non hanno evidenziato benefici della terapia estrogenica sostitutiva né per 

la prevenzione primaria né per  la prevenzione  secondaria di malattie cardiovascolari 

nelle donne in post‐menopausa. La discrepanza tra i dati sperimentali e gli studi clinici 

è  stata  attribuita  a  diversi  fattori,  tra  i  quali  la  mancata  selettività  dei  composti 

estrogenici  utilizzati  in  terapia  e  il  ritardo  nell’inizio  della  terapia  stessa  rispetto 

all’insorgenza della menopausa.  Infatti, è stato dimostrato che ERα media gran parte 

degli  effetti  protettivi  degli  estrogeni  a  livello  vascolare,  come  il  processo  di  ri‐

endotelizzazione,  la produzione di prostaciclina e NO e gli effetti anti‐infiammatori a 

livello  cerebrale.  Inoltre,  dalle metanalisi  degli  studi  clinici  è  emerso  che  il  rischio 

cardiovascolare è ridotto quando la terapia estrogenica sostitutiva inizia entro 10 anni 

dall’insorgenza della menopausa.  

Nella prima parte del  lavoro, è stato valutato  il coinvolgimento delle due  isoforme 

recettoriali nella vasodilatazione a breve  termine  indotta dagli estrogeni  in  segmenti 

isolati  di  aorta  di  ratto.  Poiché  il  ligando  endogeno  17β‐estradiolo  lega  con  uguale 

affinità ERα ed ERβ, sono stati utilizzati composti, agonisti ed antagonisti, selettivi per 

ciascuna  isoforma.  Inoltre,  è  stata  valutata  l’influenza  dei  livelli  di  ormoni  circolanti 

sulle  risposte  funzionali  agli  agonisti estrogenici, utilizzando  animali ovariectomizzati 
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come  modello  di  deprivazione  estrogenica.  Infine,  è  stata  approfondito  il  ruolo 

dell’endotelio  e  di NO  in  tali  risposte. Dagli  esperimenti  ex  vivo  è  emerso  che  solo 

l’agonista  selettivo per ERα è  in grado di  indurre vasodilatazione a breve  termine  in 

preparati vascolari di ratti femmine, in modo sovrapponibile al 17β‐estradiolo, mentre 

l’agonista selettivo per ERβ non presenta effetti vasoattivi. Tanto per  l’agonista ERα‐

selettivo  quanto  per  il  ligando  naturale  tale  rilassamento  è  risultato  endotelio‐

dipendente  e  NO‐dipendente.  Utilizzando  un  antagonista  ERα‐selettivo,  è  stato 

confermato che  l’effetto osservato è mediato dall’interazione con ERα, piuttosto che 

con ERβ,  sebbene entrambi  le  isoforme  risultino espresse nelle  cellule endoteliali di 

aorta  di  ratto.  La  deprivazione  da  estrogeni  negli  animali  ovariectomizzati  ha 

completamente  abolito  la  capacità  dell’agonista  ERα‐selettivo  e  dell’estradiolo  di 

indurre  rilassamento  nei  preparati  vascolari,  evidenziando  l’influenza  dei  livelli 

ormonali  sull’entità  delle  risposte  a  breve  termine  e  dunque  l’importanza  del 

momento in cui si dà inizio ad una terapia farmacologica con composti estrogenici.  

Nella  seconda  parte  del  lavoro,  è  stata  valutata  l’influenza  dalla  durata  della 

deprivazione  estrogenica  prima  dell’inizio  del  trattamento  sostitutivo  sugli  effetti 

vascolari degli estrogeni. Per valutare questa  ipotesi nel modello  sperimentale,  sono 

stati  condotti  degli  esperimenti  il  cui  protocollo  prevedeva  l’utilizzo  di  animali 

ovariectomizzati per tempi diversi (1, 4 e 8 mesi), in modo da mimare una deprivazione 

da estrogeni a medio e lungo termine. Ai diversi tempi di ovariectomia, è stata valutata 

l’espressione della NO sintasi endoteliale (eNOS) e della sua forma fosforilata (peNOS) 

nell’endotelio di aorta, come pure i livelli di ERα. I risultati dimostrano che, in seguito 

ad un periodo prolungato di deprivazione estrogenica (8 mesi), risultano compromesse 

le risposte funzionali agli estrogeni e ad altri vasodilatatori endotelio‐dipendenti, come 

l’acetilcolina.  L’analisi  istologica  non  ha  però  evidenziato  lesioni  dell’endotelio  nelle 

sezioni di aorta di animali ovariectomizzati a lungo termine. L’espressione di eNOS e di 

peNOS viene modulata positivamente in seguito a trattamento estrogenico sostitutivo 

dopo  1  e  4  mesi  di  ovariectomia,  mentre  non  viene  modificata  dopo  8  mesi  di 

deprivazione estrogenica. I livelli di mRNA di ERα risultano drasticamente ridotti dopo 

8  mesi  di  ovariectomia,  suggerendo  che  un  pool  così  ridotto  non  sia  in  grado  di 

mediare  adeguatamente  gli  effetti  biologici  degli  estrogeni  circolanti.  Mediante 

esperimenti di  immunoistochimica è stato possibile apprezzare ancora una volta una 
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ridotta espressione di peNOS e di ERα nell’endotelio degli animali ovariectomizzati da 

8 mesi. Questi dati  forniscono quindi una base  sperimentale  alla  cosiddetta  “timing 

hypothesis”, che attribuisce al tempo  intercorso tra  l’inizio della menopausa e  l’inizio 

della  terapia  estrogenica  sostitutiva  un  ruolo  decisivo  per  avere  effetti  protettivi  a 

livello cardiovascolare. 

Testo inglese 

17β‐estradiol exerts beneficial effects on  the  cardiovascular  system,  as  shown by 

several  epidemiological  studies,  which  have  demonstrated  a  several‐fold  higher 

prevalence of coronary heart disease in men compared with women before the age of 

65.  Experimental  results  showed  that  estradiol  acts  through  two  estrogen  receptor 

isoforms, ERα and ERβ, which are both espressed in the vascular wall, where estrogen 

displays  anti‐inflammatory  and  anti‐proliferative  activity  in  smooth muscle  cells  and 

causes vasodilation  through both genomic and nongenomic activation of endothelial 

nitric oxide synthase (eNOS). 

Experimental  evidence  and  observational  studies  also  suggest  that  pos‐

tmenopausal  hormone  therapy  protects  against  cardiovascular  disease,  whereas 

randomized clinical trials are not consistent with these findings, as regards primary and 

secondary prevention of cardiovascular diseases  in post‐menopausal women  treated 

with hormone  replacement  therapy.  So,  it has been hypothesized  that  the  receptor 

selectivity of estrogen compounds and the time since menopause are both crucial for 

cardiovascular protection of estrogen  treatment.  It  is  known  that  ERα mediates  the 

majority of  vascular protective effects of estrogen,  such  as  the  re‐endothelialization 

process, NO and prostacyclin production and the anti‐inflammatory action in the brain. 

A recent retrospective study also concluded that the time of therapy initiation is likely 

to  have  an  impact  on  cardiovascular  risk.  However,  experimental  and/or  clinical 

evidence demonstrating this hypothesis is missing. 

The  involvement  of  each  ER  isoform  in  the  short‐term  responses  to  estradiol  in 

isolated rat aortas was  first evaluated.  In order  to assess  the relative contribution of 

ERα  and  ERβ  to  vascular  responses,  subtype‐selective  agonists  and  antagonist were 

used, because estradiol binds with the same affinity to the two isoforms. The influence 
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of  circulating  hormone  levels  was  evaluated  using  both  intact  and  ovariectomized 

(OVX) rats. Finally, the role of endothelium and NO in these short‐term responses was 

also  studied.  Acute  treatment  with  the  ERα‐agonist  PPT  dose‐dependently  relaxed 

aortic  rings  from  intact  females;  the  response  induced  by  17β‐estradiol  fully 

overlapped with  that elicited by PPT. Conversely,  the ERβ‐agonist had no effects on 

aortic vasomotion. The vasorelaxation elicited by the selective ERα‐agonist as well as 

by  17β‐estradiol  was  NO‐  and  endothelium‐dependent  and  was  mediated  by 

interaction  with  ERα,  as  shown  using  a  selective  ERα‐antagonist,  although  the 

expression  of both  ER  proteins was detected  in  isolated  rat  aortic  endothelial  cells. 

Levels of circulating hormones influenced the extent of estrogen vascular responses. In 

aortic  rings  from  estrogen‐depleted  rats,  neither  ERα‐agonist  nor  17β‐estradiol 

induced  acute  vascular  relaxation.  The  short‐term  effect  of  both  compounds    was 

restored  in  tissues  from  estrogen‐replaced  ovariectomized  animals,  whereas  DPN 

remained  ineffective. These  findings may have  implications  for  selective  targeting of 

ER subtypes in treating vascular disease. 

Next, the influence of prolonged ovarian hormone deprivation on estrogen‐induced 

vascular  responses  was  studied.  Experiments  were  performed  in  aortic  rings  from 

ovariectomized  rats at 1, 4 or 8 months  since  surgery,  in order  to mimic differential 

time  since  hormone  deprivation.  eNOS  and  phosphorylated  eNOS  (peNOS)  protein 

expression, as well as ERα mRNA levels, were also evaluated in the aortic endothelium 

obtained  from  each  experimental  group.  The  results  show  that  prolonged  estrogen 

deprivation  abolished  vascular  relaxation  elicited  by  ERα  and  significantly  reduced 

acetylcholine‐induced  endothelium‐dependent  vasodilation.  Histological  analysis 

provided  no  evidence  for  visible  injury  or  gross  vascular  changes  irrespective  of 

ovariectomy  duration  and  estrogen‐replacement,  suggesting  the  occurrence  of 

functional rather than morphological  impairment of the endothelium after  long‐term 

hypoestrogenity.  Total eNOS  and peNOS protein  levels  in  the  aortic endothelium of 

ovariectomized rats were  increased by estrogen  treatment after 1 or 4 months  from 

surgery,  whereas  the  expression  of  both  protein  was  not  improved  by  estrogen 

treatment  after  prolonged  hormone  deprivation.  This was  associated with  a  3‐fold 

decline  in  ERα  mRNA  levels  in  the  aortic  endothelium  from  8‐month  vs  1‐month 

ovariectomized  rats.  Immunohistochemical  analysis  for  ERα  and  peNOS  in  aortic 
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tissues  from 1‐month  as  compared with 8‐months OVX E2‐treated  animals  revealed 

marked  negative  regulation  of  the  former  proteins.  The  present  findings  document 

that the functional  impairment of the ERα/eNOS signaling network after an extended 

period of hypoestrogenicity was  insensitive  to estrogen  replacement,  thus providing 

experimental support to early initiation of estrogen replacement with preferential ERα 

drugs to improve cardiovascular outcomes.  
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II. INTRODUZIONE 

Il 17β‐estradiolo,  il principale estrogeno  femminile,  ricopre  il  ruolo di modulatore di 

importanti processi  fisiologici non  solo a  livello dell’apparato  riproduttivo, ma anche  in 

tessuti  non  riproduttivi,  quali  l’osso,  il  sistema  nervoso  centrale  e  il  sistema 

cardiovascolare. Le azioni biologiche degli estrogeni  sono per  la maggior parte mediate 

dall’attivazione di specifici recettori intracellulari (Mendelsohn e Karas, 1999). 

i. I recettori degli estrogeni 

I recettori degli estrogeni  (ER) appartengono alla superfamiglia dei recettori nucleari, 

che agiscono da  fattori di  trascrizione attivati da  ligandi. Esistono due  isoforme distinte 

del  recettore  degli  estrogeni,  ERα  ed  ERβ,  entrambe  distribuite  in  diversi  tessuti  ed 

espresse a livello cardiovascolare (Gustafsson, 2003).  

Analogamente ad altri  recettori nucleari,  i geni  che  codificano per ERα ed ERβ  sono 

organizzati  in  regioni  funzionali  indipendenti,  ma  capaci  di  interagire  tra  di  loro. 

L’interazione con un  ligando  induce cambiamenti conformazionali nel recettore e porta, 

dopo un  serie di eventi, a variazioni della velocità di  trascrizione dei geni  regolati dagli 

estrogeni. Questi eventi comprendono la dimerizzazione del recettore, l’interazione con il 

DNA  e  il  reclutamento  di  cofattori,  fino  alla  formazione  del  complesso  di  inizio  della 

trascrizione (Nilsson et al., 2001).  

Il dominio ammino‐terminale comprende una zona responsabile della transattivazione 

ligando‐indipendente  (TAF‐1,  transcriptional‐activation  function‐1),  coinvolta  nelle 

interazioni proteina‐proteina e nell’attivazione della trascrizione dei geni bersaglio. 

Il  dominio  centrale  o  DNA  binding  domain  (DBD)  contiene  il  sito  responsabile  del 

legame con sequenze specifiche del DNA, gli estrogen responsive elements (ERE); inoltre, 

in questa regione sono presenti due strutture zinc‐finger, che hanno un ruolo importante 

nella  dimerizzazione  del  recettore  e  nel  legame  con  il  DNA,  e  il  sito  che  consente  il 

passaggio dalla conformazione inattiva a quella attiva (hinge region).  

Il  dominio  carbossi‐terminale  forma  il  sito  di  legame  per  il  17β‐estradiolo  e  altri 

composti  ad  azione estrogenica  (ligand binding domain,  LBD); questa  regione  contiene 

anche una zona di transattivazione  ligando‐dipendente  (TAF‐2, transcriptional‐activation 



11 
 

function‐2). Questo dominio è coinvolto nei processi di dimerizzazione, interazione con le 

heat  shock  proteins,  traslocazione  nucleare  e  modulazione  della  trascrizione  di  geni 

bersaglio,  mediante  il  reclutamento  di  coattivatori  e  corepressori.  Inoltre,  in  questo 

dominio  è  presente  una  regione  responsabile  della  diverse  risposte  dei  recettori  degli 

estrogeni al 17β‐estradiolo e ai modulatori selettivi dei recettori degli estrogeni (SERM); 

questa  regione  assume  conformazioni  distinte  a  seconda  del  ligando  e  permette  la 

distinzione tra composti agonisti e antagonisti (Nilsson et al., 2001) . 

I  geni  che  codificano  per  le  due  isoforme  si  trovano  su  cromosomi  diversi.  Il  primo 

recettore,  successivamente  denominato  ERα,  è  stato  clonato  nel  1986  da  un  gene 

presente sul cromosoma 6 umano  (Green et al., 1986); nel 1996 è stato poi  identificato 

ERβ  sul  cromosoma  14  (Kuiper  et  al.,  1996).  Di  entrambi  i  recettori  esistono  diverse 

varianti di splicing. Le due isoforme presentano elevata omologia di sequenza (96%) nella 

zona che  lega  il DNA e nel sito di  interazione con  i  ligandi  (53%);  in particolare,  i LBD di 

ERα ed ERβ hanno una struttura terziaria molto simile. Nella regione ammino‐terminale i 

due recettori presentano maggiori differenze di sequenza (Mendelsohn e Karas, 1999). 

 

FIGURA 1 Struttura dei recettori α e β degli estrogeni nell’uomo TAF‐1 = trascriptional‐activation 
function‐1; DBD = DNA binding domain; H = hinge region; HBD = hormone binding domain; TAF‐2 = 
trascriptional‐activation function‐2. I numeri sopra e sotto ogni recettore si riferiscono al numero 
di nucleotidi e di amminoacidi , rispettivamente (da Mendelsohn e Karas, 1999). 
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ii. Meccanismi d’azione degli estrogeni 

Meccanismo classico. Nello stato di  riposo,  il  recettore,  in equilibrio  tra citoplasma e 

nucleo, è  legato a proteine che  lo mantengono  in uno stato  inattivo e ne mascherano  il 

sito di  legame  con  il DNA  (heat  shock proteins o hsp).  L’interazione del  ligand binding 

domain con un agonista induce un cambiamento conformazionale del recettore che porta 

alla dissociazione dalle proteine inibitorie hsp e all’esposizione dei siti di dimerizzazione e 

di legame con il DNA. Gli omodimeri e gli eterodimeri traslocano nel nucleo  attraverso un 

meccanismo non ancora completamente chiarito, ma che coinvolge  l’interazione diretta 

con la caveolina‐1. Una volta nel nucleo, i dimeri si legano agli ERE localizzati nella regione 

dei promotori di geni bersaglio e modulano la trascrizione con il contributo di coattivatori 

e corepressori, che vengono reclutati in modo diverso dalle due isoforme recettoriali (Fig. 

2A). Questa  regolazione dell’espressione  genica  è  caratteristica dei  recettori nucleari e 

rappresenta  il meccanismo d’azione classico degli estrogeni (Gruber et al., 2002; Bolego 

et al., 2006).  

In aggiunta a questa, sono note anche altre modalità di attivazione dei recettori degli 

estrogeni (Gruber et al., 2002; Bolego et al., 2006). 

Meccanismo ERE‐indipendente.  La modulazione dell’espressione genica può avvenire 

anche  in modo ERE‐indipendente, attraverso  l’interazione con altri fattori di trascrizione 

che regolano geni privi di ERE nella zona dei propri promotori (Fig. 2B). Per esempio, sia 

ERα che ERβ possono legare il fattore di trascrizione nucleare AP‐1 (activating protein–1), 

attivando la trascrizione dei suoi geni bersaglio (Peach et al., 1997). Inoltre, ERα è in grado 

di bloccare l’espressione di interleuchina‐6 (IL‐6), legando il fattore di trascrizione NF‐kB e 

impedendone  l’interazione  con  i  responsive  elements  sul  gene di  IL‐6  (Galien  e Garcia, 

1997). 

Meccanismo  ligando‐indipendente.  La  regolazione  della  trascrizione  mediata  dai 

recettori  degli  estrogeni  non  è  limitata  alla  sola  interazione  con  ligandi  specifici.  Per 

esempio, questi recettori possono venire attivati in seguito alla fosforilazione da parte di 

protein‐chinasi,  in  risposta  all’attivazione  dei  recettori  di  fattori  di  crescita  (Fig.  2C). 

L’esistenza  di  tale  cross‐talk  è  stata  dimostrata  nel  caso  dell’attivazione  ligando‐



13 
 

indipendente  dei  recettori  degli  estrogeni  da  parte  dell’insulina,  dell’EGF  (epidermal 

growth factor) e del TGF‐α (transforming growth factor‐α) (Ignar‐Trowbridge et al., 1993).   

Meccanismo non genomico. Gli estrogeni hanno anche effetti che non possono essere 

attribuiti alla modulazione della trascrizione genica a causa della  loro rapida  insorgenza. 

Infatti,  questi  effetti  non  genomici  si  verificano  nel  giro  di  secondi  o  minuti 

dall’esposizione  all’estradiolo  e  sono  mediati  dall’attivazione  di  diversi  sistemi  di 

trasduzione  del  segnale,  quali  la  via  delle  protein  chinasi  PKA,  PKB,  PKC,  delle MAPK 

(mitogen‐activated protein kinase) e della PI3K (phosphatidylinositol 3‐OH kinase); inoltre, 

in seguito all’attivazione di ER vengono prodotti secondi messaggeri, quali Ca2+, cAMP e 

cGMP  (Losel  et  al.,  2003;  Fig.  2D).  L’attivazione  di  meccanismi  non  genomici  può 

influenzare  anche  l’espressione  genica;  ciò  implica  che  le  azioni  nucleari  e  quelle  non 

nucleari  degli  estrogeni  siano  integrate  (Pedram  et  al.,  2002). Gli  effetti  non  genomici 

degli  estrogeni  sono molteplici, ma  hanno  alcune  caratteristiche  comuni:  sono  troppo 

rapidi per essere compatibili con  la sintesi di mRNA e proteine, non vengono bloccati da 

inibitori della  trascrizione o della  sintesi proteica e  sono  indotti anche da molecole che 

non  attraversano  la membrana  cellulare,  quali  l’estradiolo  complessato  con  albumina 

(Simoncini  et  al.,  2002).  Questi  effetti  sembrano  essere  mediati  da  recettori  degli 

estrogeni  localizzati  sulla membrana cellulare. Sebbene non  siano ancora  stati clonati,  i 

recettori  in grado di mediare gli effetti  rapidi degli estrogeni potrebbero essere:  (a) gli 

stessi recettori nucleari che traslocano sulla membrana  (Razandi et al., 2004);  (b)  forme 

troncate del recettore ERα che localizzano di preferenza sulla membrana (Li et al., 2003); 

(c)  recettori  per  neurotrasmettitori  o  ormoni  peptidici modulati  allostericamente  dagli 

estrogeni  (Grattan et  al., 1996);  (d) nuovi  componenti della  famiglia dei  recettori degli 

estrogeni  (Edwards,  2005).  In  particolare,  è  stato  recentemente  descritto  un  recettore 

accoppiato a proteina G, GPCR30,  in grado non solo di  legare gli estrogeni ma anche di 

attivare rapidamente la via della PI3K (Revankar et al., 2005).  
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FIGURA 2 Meccanismo d’azione dei recettori degli estrogeni (A) meccanismo classico, ligando‐ e 
ERE‐dipendente,  (B) meccanismo  ERE‐indipendente,  (C) meccanismo  ligando‐indipendente,  (D) 
meccanismo non genomico (modificato da Bolego et al., 2006). 

iii. Fonti e sintesi degli estrogeni 

I composti estrogenici a cui le donne possono essere esposte sono svariati e derivano 

da  fonti  sia  endogene  che  esogene.  Prima  della  menopausa,  la  fonte  principale  di 

estrogeni endogeni è  rappresentata dal 17β‐estradiolo prodotto dall’ovaio. La  sintesi di 

estradiolo avviene grazie alle cellule della teca, che producono e secernono androgeni a 

partire  dal  colesterolo;  il  testosterone  così  formato  diffonde  poi  nelle  cellule  della 

granulosa, dove viene convertito  in 17β‐estradiolo tramite  l’enzima aromatasi  (Hillier et 

al., 1994).  L’aromatasi è presente anche  in altri  tessuti, quali  la muscolatura,  il  tessuto 

adiposo,  i  testicoli,  la  placenta,  il  tessuto  nervoso  e  l’endotelio  vascolare;  ciascuno  di 

questi  tessuti  è  quindi  in  grado  di  sintetizzare  estrogeni  a  livello  locale.  Una  volta 

sintetizzato,  l’estradiolo  viene  secreto  dalle  cellule  della  granulosa  nella  circolazione 

sistemica,  dove  lega  in modo  reversibile  una  sex  hormone  binding  globulin  (SHBG)  o 

l’albumina,  che hanno  la  funzione di  veicolare questo ormone  lipofilo nel  sangue;  solo 

una minima parte è  libera, a causa della sua elevata  lipofilia. L’estrogeno  libero diffonde 

nei  tessuti  bersaglio,  dove  esercita  i  suoi  effetti  genomici  e  non‐genomici.  L’estradiolo 

viene poi ulteriormente trasformato nei composti meno attivi estrone e estriolo, prodotti 

principalmente  a  livello  epatico.  Il  catabolismo  enzimatico  porta  alla  formazione  di 

coniugati solfatati o glucoronidati, idrossiestrogeni e metossiestrogeni, escreti con la bile 
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o le urine (Gruber et al., 2002). Il controllo della sintesi degli estrogeni durante l’età fertile 

è esercitato dall’asse  ipotalamo‐ipofisi attraverso  la secrezione ciclica di gonadotropine; 

in  particolare,  l’ormone  follicolo‐stimolante  regola  l’espressione  degli  enzimi  coinvolti 

nella steroidogenesi insieme ad altri fattori paracrini. 

Durante  il  ciclo mestruale,  le  concentrazioni  plasmatiche  di  estradiolo  variano  nella 

donna  da  0.36  a  2.8  nM;  i  livelli  di  ormone  raggiungono  un  picco  durante  la  fase 

preovulatoria, mentre  sono  più  bassi  nella  fase  premestruale. Durante  la  gravidanza,  i 

livelli  ematici  di  estradiolo  arrivano  a  70  nM,  a  causa  della  produzione  placentare,  e 

crescono ulteriormente in prossimità del parto. Nelle donne in post‐menopausa, venendo 

a  mancare  la  funzionalità  ovarica,  l’estradiolo  viene  principalmente  prodotto  dalla 

conversione di androgeni nel tessuto adiposo; la  concentrazione plasmatica di estradiolo 

scende fino a 0.21 nM, livelli equivalenti a quelli dei maschi (Chambliss et al., 2002). 

Oltre  a  quelle  endogene,  esistono  importanti  fonti  esogene  di molecole  ad  attività 

estrogenica,  quali  i  contraccettivi,  la  terapia  ormonale  sostitutiva  nelle  donne  in  post‐

menopausa  e  i  fitoestrogeni  presenti  nei  cibi  e  nelle  bevande. Quindi  l’organismo  può 

essere esposto a diversi  tipi e diverse  concentrazioni di estrogeni a  seconda del  sesso, 

dell’età, della dieta e delle terapie in corso. 

 
FIGURA 3 Sintesi degli estrogeni (modificata da Mendelshon e Karas, 2005). 
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iv. Ruoli fisiologici degli estrogeni 

In  generale,  gli  estrogeni  sono  sempre  stati  considerati  ormoni  riproduttivi 

esclusivamente  femminili;  in  realtà  possono  esercitare  un  ampio  spettro  di  azioni 

biologiche in diversi tipi di tessuti anche negli uomini. Infatti, oltre agli effetti sulla crescita 

e  sullo  sviluppo  dell’apparato  riproduttivo  femminile,  gli  estrogeni  sono  in  grado  di 

influenzare  il  tessuto  osseo,  il  sistema  immunitario,  il  sistema  nervoso  centrale  e  il 

sistema cardiovascolare (Barkhem et al., 2004). 

La diversa distribuzione tissutale delle due  isoforme recettoriali suggerisce che ERα e 

ERβ mediano funzioni biologiche distinte. Per esempio, ERα è l’isoforma più abbondante 

nell’ovaio,  nella  prostata,  nella  vescica,  nel  polmone,  nel  colon,  nello  stomaco,  nel 

sistema nervoso centrale e nell’apparato cardiovascolare. Inoltre, all’interno di uno stesso 

tessuto,  l’espressione  di  un  sottotipo  recettoriale  può  essere  limitata  ad  uno  specifico 

tipo  cellulare;  per  esempio,  l’ovaio  esprime  entrambe  le  isoforme, ma  ERα  è  presente 

nelle cellule della teca, mentre ERβ è localizzato sulle cellule della granulosa (Barkhem et 

al., 2004). 

Apparato riproduttivo maschile e femminile 

Gli estrogeni sono di  fondamentale  importanza per  la crescita,  la differenziazione,  lo 

sviluppo  e  la  funzione  dell’apparato  riproduttivo  femminile;  infatti,  i  principali  bersagli 

dell’azione degli estrogeni sono il tessuto mammario e l’apparato riproduttivo femminile. 

ERα e ERβ sono entrambi espressi nelle ghiandole mammarie, ma solo ERα sembra essere 

essenziale  per  lo  sviluppo  delle  ghiandole  stesse;  inoltre,  la  sovraespressione  di  ERα  è 

implicata nel 70% dei casi di cancro della mammella (Gustafsson, 2003). ERα e ERβ sono 

espressi anche nell’utero, nell’ovaio, nei testicoli e nella prostata. La delezione del gene 

che  codifica per  ERα nei  topi porta  all’infertilità  sia maschile  che  femminile, mentre  la 

mancanza di ERβ causa difetti riproduttivi solo nelle femmine. Nei topi maschi privi di ERβ 

si  osservano,  invece,  iperplasia  della  prostata  e  della  vescica,  tessuti  che  esprimono 

principalmente questo recettore (Gustafsson, 2003).   
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Tessuto osseo 

A  livello  dello  scheletro,  gli  estrogeni  riducono  il  riassorbimento  osseo,  inibendo 

l’attività degli osteoclasti. La carenza di estrogeni che si instaura dopo la menopausa o la 

mancanza di ERα causano osteoporosi;  la terapia estrogenica sostitutiva è però  in grado 

di ridurre  il riassorbimento del tessuto osseo nelle donne  in post‐menopausa (Gruber et 

al., 2002). 

Sistema nervoso centrale 

Gli estrogeni influenzano molteplici funzioni del sistema nervoso centrale (SNC), tra cui 

le funzioni di apprendimento, la memoria, la termoregolazione e le funzioni riproduttive, 

attraverso il controllo dell’asse ipotalamo‐ipofisarico, cha a sua volta è responsabile della 

regolazione della produzione e secrezione di estrogeni da parte delle gonadi. L’instaurarsi 

della menopausa,  con  il  conseguente  calo  degli  estrogeni  circolanti,  è  collegato  ad  un 

aumentato  rischio  di  patologie  neurodegenerative,  come  l’Alzheimer;  rimane  dubbia 

l’efficacia  della  terapia  estrogenica  sostitutiva  nel  proteggere  da  queste  patologie. 

Sicuramente  ERβ,  espresso  nelle  aree  del  cervello  coinvolte  nei  processi  di 

apprendimento e di memoria, ha un ruolo  importante nella modulazione di tali funzioni 

(Shughrue  et  al.,  1997).  È  noto  anche  che  l’estradiolo, mediante  l’attivazione  di  ERα, 

esercita attività anti‐infiammatoria e neuroprotettiva  (Vegeto et al., 2004; Suzuki et al., 

2007).  

v. Effetti cardiovascolari degli estrogeni 

Dati sperimentali e studi epidemiologici indicano che gli estrogeni esercitano molteplici 

effetti protettivi sul sistema cardiovascolare. Molti studi hanno dimostrato cha  le donne 

sono meno soggette a patologie coronariche, aterosclerosi,  ipertensione e  ictus fino alla 

menopausa (Barrett‐Connor, 1995). Quando i livelli plasmatici di estrogeni diminuiscono, 

il rischio di malattie del sistema cardiovascolare diventa paragonabile negli uomini e nelle 

donne;  tuttavia,  studi epidemiologici hanno messo  in evidenza una minore  incidenza di 

patologie  cardiovascolari  nelle  donne  in  post‐menopausa  che  fanno  uso  della  terapia 
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ormonale  sostitutiva,  sia  estrogenica  che  estrogeno‐progestinica,  rispetto  a  quelle  che 

non la utilizzano (Stampfer et al., 1991; Mosca et al., 2001).  

Gli  estrogeni  possono  esercitare  effetti  diretti  e  specifici  sulle  cellule  della  parete 

vascolare  e  del  cuore  oppure  possono  avere  azioni  indirette  che  coinvolgono  il 

metabolismo dei  lipidi,  il processo della  coagulazione e  la  regolazione di altre proteine 

vasoattive (Mendelsohn e Karas, 1999; Cignarella et al., 2001). 

Effetti degli estrogeni sulle lipoproteine plasmatiche 

Gli effetti degli estrogeni sui  livelli plasmatici dei  lipidi sono  in gran parte dovuti alla 

modulazione  dell’espressione  dei  geni  delle  apoproteine  nel  fegato,  dove  è  espressa 

prevalentemente l’isoforma recettoriale ERα (Kuiper et al., 1997).  

Livelli elevati di colesterolo LDL (low density  lipoprotein) e di  lipoproteina (a),  insieme 

alla riduzione del colesterolo HDL (high density  lipoprotein), costituiscono un  importante 

fattore  di  rischio  per  lo  sviluppo  di  patologie  cardiovascolari;  tali  parametri  sono 

fortemente  influenzati  dagli  estrogeni  circolanti.  Dopo  la  menopausa,  si  verifica  un 

aumento  marcato  del  colesterolo  totale,  dovuto  soprattutto  all’incremento  dei  livelli 

plasmatici  di  LDL,  mentre  diminuiscono  quelli  di  HDL;    aumentano  inoltre  i  livelli  di 

trigliceridi e di lipoproteina (a) (Jensen et al., 1990). Somministrati come terapia ormonale 

sostitutiva  nelle  donne  in  postmenopausa,  gli  estrogeni  normalizzano  i  livelli  di 

colesterolo totale, riducendo i livelli plasmatici di LDL, mentre sono in grado di aumentare 

la produzione di HDL e di  trigliceridi;  inoltre, abbassano  i  livelli di  lipoproteina  (a)  (The 

Writing Group for the PEPI Trial, 1995). La via di somministrazione, il dosaggio e il tipo di 

formulazione  possono  influire  sugli  effetti  degli  estrogeni.  Somministrati  per  via 

transdermica, gli estrogeni sono meno efficaci nel normalizzare i livelli delle lipoproteine 

plasmatiche;  inoltre, anche  l’associazione  con alcuni progestinici può  ridurre  tali effetti 

(The Writing  Group  for  the  PEPI  Trial,  1995).  Studi  recenti  indicano  che  gli  estrogeni 

equini coniugati (CEE) a basso dosaggio sono in grado di  migliorare il quadro lipidico nelle 

donne in postmenopausa in modo più efficace rispetto al dosaggio standard (Mercuro et 

al.,  2003). Tra  i  composti utilizzati  in  terapia,  il  raloxifene, un modulatore  selettivo dei 

recettori degli estrogeni, ha effetti meno pronunciati degli estrogeni ma è più efficace nel 

ridurre  i  livelli di  lipoproteina  (a)  (Walsh et al., 1998). Oltre a regolare  le concentrazioni 
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plasmatiche  di  lipidi,  gli  estrogeni  sono  anche  in  grado  di  modulare  l’espressione 

dell’enzima  chiave  per  la  sintesi  di  colesterolo  endogeno,  l’HMG  CoA  reduttasi,  e  dei 

recettori epatici delle  LDL  (Nathan et al., 1997). Queste osservazioni  indicano un  ruolo 

importante  dell’estradiolo  nel  controllo  dei  livelli  delle  lipoproteine  plasmatiche 

attraverso ERα.  

Effetti antiossidanti degli estrogeni 

L’estradiolo  possiede  effetti  antiossidanti.  La  carenza  di  estrogeni  in  animali 

ovariectomizzati porta ad un aumento della produzione di anione superossido, mentre  il 

trattamento  in  vivo  con  estrogeni  in  animali  ovariectomizzati  è  in  grado  di  ridurre  la 

formazione di superossido (Florian et al., 2004); nelle donne  in menopausa  la carenza di 

estrogeni  produce  stress  ossidativo  (Lam  et  al.,  2002).  A  concentrazioni  fisiologiche, 

l’estradiolo è  in grado di  inibire  l’ossidazione delle LDL  in vitro  (Shweary et al., 1997) e 

nelle  donne  in  postmenopausa  la  somministrazione  di  estradiolo  è  in  grado  di  ridurre 

l’ossidazione delle LDL  in vivo,  limitando anche  la  formazione di esteri del colesterolo e 

l’uptake delle LDL acetilate da parte dei macrofagi durante il processo di formazione della 

placca aterosclerotica (Sack et al., 1994).  Inoltre, gli estrogeni proteggono  i fosfolipidi di 

membrana  dalla  perossidazione  (Dubey  et  al.,  1999). Questi  effetti  antiossidanti  sono 

probabilmente  dovuti  alla modulazione  degli    enzimi  che  regolano  la  produzione  e  la 

degradazione di anione superossido (Arnal et al., 1996).  

Effetti degli estrogeni sulla coagulazione e sulla fibrinolisi 

I recettori degli estrogeni modulano i geni epatici delle proteine coinvolte nei processi 

di coagulazione e di fibrinolisi. Nelle donne che utilizzano la terapia ormonale sostitutiva 

diminuiscono  le concentrazioni plasmatiche di  fibrinogeno e di antitrombina  III  (Seed et 

al., 2004); gli estrogeni hanno quindi un effetto pro‐coagulante. L’estradiolo è anche  in 

grado  di  ridurre  i  livelli  di  fattori  anti‐fibrinolitici,  come  il PAI‐1  (plasminogen‐activator 

inhibitor type‐1) (Seed et al., 2004). Inoltre, alcuni studi clinici evidenziano come la terapia 

estrogenica sostitutiva nelle donne  in post‐menopausa aumenti sia  l’attività coagulativa 

che  quella  fibrinolitica  (Teede  et  al.,  2000).  In  generale,  l’uso  di  terapia  ormonale 

sostitutiva e di contraccettivi è associato ad un aumento degli eventi di trombosi venosa. 
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L’effetto  totale  dipende  dal  tipo  di  estrogeno  usato,  dal  dosaggio  e  dalla  durata  della 

terapia (Mendelsohn e Karas, 2005). 

Effetti degli estrogeni sul cuore 

Entrambe  le  isoforme del recettore degli estrogeni sono espresse nei miociti cardiaci, 

dove attivano la trascrizione di specifici geni bersaglio. È noto da studi clinici che esistono 

differenze  nella  funzionalità  cardiaca  tra  i  due  sessi.  Per  esempio,  nelle  donne  si 

osservano una minore massa cardiaca e maggiore contrattilità, che però diminuisce dopo 

la menopausa  (Hayward  et  al.,  2001).  Anche  le  funzioni  elettrofisiologiche  del  cuore 

differiscono fra uomini e donne; le donne, infatti, hanno una frequenza cardiaca maggiore 

a  riposo  (Larsen  et  al.,  1998).  È  stato  dimostrato  che  la  somministrazione  di  estrogeni 

riduce  il  danno  cardiaco  da  ischemia  e  riperfusione,  favorisce  la  contrattilità,  inibisce 

l’ipertrofia cardiaca e migliora  i parametri emodinamici  in animali (Kolodgie et al., 1997; 

Anderson et al., 2005; Booth et al., 2005; Pelzer et al., 2005); questi effetti protettivi sulla 

funzionalità cardiaca sono stati attribuiti all’attivazione di ERα, ma non di ERβ. 

Effetti degli estrogeni sui vasi 

ERα e ERβ sono entrambi presenti sia nello strato endoteliale che in quello muscolare 

della  parete  vascolare,  dove  sono  responsabili  del  controllo  del  tono  vascolare, 

dell’adesione dei monociti e dei processi di rimodellamento (Mendelsohn e Karas, 1999; 

Cignarella et al., 2001). 

Estrogeni  e  rimodellamento  vascolare.  In  modelli  animali  di  lesione  carotidea, 

l’asportazione dell’endotelio porta all’esposizione di una superficie in grado di favorire la 

formazione  della  placca.  L’estradiolo  può  abolire  la  risposta  vascolare  al  danno  alla 

carotide  in diversi modelli animali,  in quanto è  in grado di promuovere  il processo di ri‐

endotelizzazione,  mediato  esclusivamente  da  ERα,  tramite  un  aumento  della 

concentrazione  locale di VEGF  (Brouchet et  al., 2001). Gli estrogeni prevengono  anche 

l’apoptosi delle cellule endoteliali in modo recettore‐mediato (Sypridopoulus et al., 1997). 

Il processo di ri‐endotelizzazione è accompagnato anche da una ridotta formazione della 

neointima,  in  conseguenza dell’inibizione della proliferazione e migrazione delle  cellule 

muscolari lisce (Cornwell et al., 1994; Dai‐Do et al., 1996; Garcia et al., 2005); in entrambi 
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i  casi,  si  tratta  di  effetti  recettore‐mediati.  Inoltre,  ERα  è  coinvolto  nei  processi  di 

angiogenesi e rivascolarizzazione, come evidenziato in studi con animali knock‐out oppure 

utilizzando agonisti selettivi dei recettori degli estrogeni (Johns et al., 1996; Zaitseva et al., 

2004).   

Estrogeni e molecole di adesione. L’adesione dei  leucociti all’endotelio vascolare e  la 

loro migrazione nella  tonaca  intima  è uno dei  fattori principali  che  contribuiscono  alla 

formazione  della  placca  aterosclerotica  in  seguito  a  un  processo  infiammatorio. Molte 

delle interazioni tra le molecole di adesione dei leucociti e i loro recettori endoteliali sono 

indotte  dalle  citochine  pro‐infiammatorie.  Il  trattamento  con  estradiolo  è  in  grado  di 

inibire  l’espressione  delle molecole  di  adesione  VCAM‐1,  E‐selectina  e  ICAM‐1  indotta 

dall’interleuchina‐1  sulla  superficie di  cellule  endoteliali  in  coltura  (Caulin‐Gasler  et  al., 

1996).  In modelli  animali  di  aterosclerosi,  il  rimpiazzo  estrogenico  dopo  ovariectomia 

riduce in modo significativo l’adesione e la migrazione dei monociti rispetto al placebo, a 

causa di una ridotta espressione delle molecole di adesione (Nathan et al., 1999). 

Estrogeni  e  tono  vascolare.  Numerosi  studi  hanno  messo  in  luce  gli  effetti 

cardiovascolari  protettivi  degli  ormoni  sessuali  femminili,  tra  cui  quelli  a  livello  della 

parete vasale dove sono espresse entrambe le isoforme dei recettori degli estrogeni ERα 

ed ERβ. In particolare, è stato dimostrato in diversi modelli animali in vivo e nell'uomo che 

l'endotelio  vasale  rappresenta  un'importante  bersaglio  dell'azione  estrogenica. 

L’estradiolo  regola  il  tono  vascolare  in  diversi modi;  infatti,  è  in  grado  di modulare  in 

modo negativo l’espressione di proteine con effetto vasocostrittore oppure di aumentare 

la produzione di sostanze che inducono vasodilatazione.  

Durante il ciclo mestruale si osservano variazioni nei livelli dei componenti del sistema 

renina‐angiotensina e nella loro attività (Chidambaram et al., 2002). Nelle donne in post‐

menopausa, la somministrazione di estrogeni esogeni porta ad una diminuzione dei livelli 

plasmatici di renina e di enzima di conversione dell’angiotensina  (Schunkert et al., 1997); 

inoltre,  l’estradiolo  inibisce  in vivo e  in vitro  la produzione di endotelina‐1  stimolata da 

angiotensina  II  (Yilikorkala  et  al.,  1995; Morey  et  al.,  1998).  Infine,  l’estradiolo  e  altri 

composti ad attività estrogenica sono  in grado di  ridurre  l’espressione dei  recettori AT1 
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per  l’angiotensina  II  (Nickenig et al., 1998). Quindi,  in generale, gli estrogeni  inibiscono 

l’espressione e l’attività di proteine che inducono vasocostrizione. 

L’estradiolo è anche in grado di indurre vasodilatazione, agendo per via recettoriale sia 

sulle  cellule  endoteliali  che  su  quelle  muscolari  della  parete  vascolare.  Nei  vasi  gli 

estrogeni  inducono  vasodilatazione  sia  attraverso  meccanismi  d’azione  classici 

(modulazione  della NO  sintasi  endoteliale  e  della  prostaglandino  sintasi)  sia  attraverso 

l’attivazione non  genomica della NO  sintasi  endoteliale  (Case et  al.,  1999; Chambliss  e 

Shaul, 2002). La somministrazione acuta in vivo e in vitro di estrogeni induce rilassamento 

vascolare sia  in modelli animali che nelle donne  (Gilligan et al., 1994; Kublickiene et al., 

2005; Guo et al., 2005).  Il trattamento a  lungo termine con estrogeni non solo riduce  le 

risposte ad agenti vasocostrittori in arterie isolate, ma è in grado di aumentare il rilascio 

basale di ossido nitrico e la sintesi di prostaciclina, molecole con attività vasodilatante, e 

di incrementare la vasodilatazione indotta da acetilcolina nelle donne in post‐menopausa 

(Collins  et  al.,  1994;  Herrington  et  al.,  1994;  Mikkola  et  al.,  1995).  La  capacità 

dell’estradiolo  di  aumentare  la  vasodilatazione  endotelio‐dipendente  è  parzialmente 

contrastata  dall’associazione  con  progestinici.  L’estradiolo  è  in  grado  di  indurre 

vasodilatazione  anche  in  vasi  privi  di  endotelio,  mediante  l’attivazione  dei  canali  del 

potassio  calcio‐dipendenti  (Wellman  et  al.,  1996);  inoltre,  a  concentrazioni  elevate, 

l’estradiolo  inibisce  i  canali  del  calcio  di  tipo  L  nelle  cellule muscolari  lisce,  favorendo 

quindi  il  rilassamento  vascolare  (Freay  et  al.,  1997).  Infine,  l’estradiolo  stimola  la 

produzione di AMP  ciclico e di  adenosina, molecole dotate  attività  vasodilatante, nelle 

cellule muscolari lisce (Dubey et al., 2002). Come conseguenza deli effetti degli estrogeni 

sulla parete vascolare, la pressione arteriosa è inferiore nelle donne rispetto agli uomini; 

invece, dopo  la menopausa  l’ipertensione ha una maggiore prevalenza tra  le donne che 

tra gli uomini di pari età (Dubey et al., 2002). Sia la vasodilatazione indotta dagli estrogeni 

che  la pressione arteriosa  sono  sensibili alle variazioni dei  livelli di estradiolo circolante 

che  si  verificano  durante  il  ciclo mestruale,  la  gravidanza  e  la menopausa.  La  terapia 

ormonale  sostitutiva  non  sembra  d’altra  parte  incidere  in  modo  significativo  sulla 

pressione arteriosa delle donne in menopausa (Dubey et al., 2002). 
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FIGURA  4  Effetti  diretti  degli  estrogeni  sulla  parete  vascolare.  L’estradiolo  induce  sia  effetti 
vasodilatatori rapidi sia azioni a  lungo termine, che contribuiscono a ridurre  la risposta al danno 
vascolare e a prevenire  il processo di aterosclerosi. Questi effetti avvengono per azione diretta  
degli  estrogeni  sulle  cellule  endoteliali  e  le  cellule muscolari  lisce,  che  esprimono  entrambe  le 
isoforme del recettore degli estrogeni (da Mendelsohn e Karas, 1999). 

 

vi. Estrogeni e modulazione della eNOS 

Uno degli effetti più  rilevanti del 17β‐estradiolo a  livello vascolare è  l’aumento della 

produzione  di  ossido  nitrico,  che  avviene  attraverso  la modulazione  dell’espressione  e 

dell’attività della NO sintasi endoteliale (eNOS) (Chambliss e Shaul, 2002).  

L’ossido nitrico (NO) è un radicale libero dell’azoto con emivita brevissima (solo pochi 

millisecondi  in vivo) che media molteplici effetti biologici.  In particolare, NO ha un ruolo 

importante nella regolazione del tono vascolare, possiede attività anti‐trombotica e anti‐

infiammatoria  e  inibisce  l’apoptosi  delle  cellule  endoteliali.  L’ossido  nitrico  viene 

sintetizzato  a  partire  dall’aminoacido  L‐arginina,  che  viene  convertito  in  citrullina  da 

distinte tre isoforme di NO sintasi, localizzate in diversi distretti. La NO sintasi è costituita 

da un complesso di attività enzimatiche, intimamente connesse tra di loro, che consistono 
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in una monoossigenasi tetrabiopterino‐dipendente, una diidropteridina reduttasi NADPH‐

dipendente e una NADPH ossidasi (Nisticò et al., 1996). 

Esistono tre  isoforme distinte dell’enzima NO sintasi  (NOS), prodotte a partire da tre 

geni  diversi  che  presentano  diversa  localizzazione,  regolazione,  proprietà  catalitiche  e 

inibitorie (Alderton et al., 2001). L’isoforma neuronale (nNOS) è stata isolata per prima ed 

è espressa principalmente nel citosol delle cellule neuronali; l’isoforma inducibile (iNOS) è 

presente in diversi tessuti; l’isoforma endoteliale (eNOS) è espressa principalmente nelle 

cellule dell’endotelio vascolare, sia nel citosol che a livello delle membrane cellulari. eNOS 

e nNOS sono accumunate dal fatto di essere espresse costitutivamente e dal fatto che la 

loro attività è strettamente regolata dalla concentrazione intracellulare di ioni calcio, oltre 

che dall’associazione con la calmodulina. Al contrario, l’espressione di iNOS viene indotta 

da  citochine  e  endotossine  in  condizioni  infiammatorie;  la  sua  attività  è  indipendente 

dalla  concentrazione  intracellulare  di  ioni  calcio  o  dal  complesso  calcio‐calmoulina 

(Govers e Oess, 2004). 

 
FIGURA 5 Rappresentazione schematica della struttura primaria delle tre isoforme di NO sintasi. 
Sono  indicati  i  siti  di  fosforilazione  (PKAP),  di  miristoilazione  (Myrist),  di  interazione  con  la 
calmodulina (CaM) e di legame con i cofattori (FMN, FAD, NADPH) (da Knowles e Moncada, 1994). 
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La  muscolatura  liscia  vasale  rappresenta  uno  dei  bersagli  principali  dell’azione 

biologica dell’ossido nitrico. Nell’endotelio vascolare  l’isoforma più espressa è  la eNOS, 

che  produce NO  in  quantità  basse, ma  biologicamente  rilevanti.  Prodotto  dalle  cellule 

endoteliali, NO penetra per diffusione nelle cellule muscolari lisce dove attiva la guanilato 

ciclasi;  il  conseguente  aumento  della  concentrazione  intracellulare  di  GMP  ciclico  ha 

effetti inibitori sulla contrazione della cellule muscolari lisce ed è quindi responsabile del 

rilassamento  della  parete  vascolare  (Moncada  e  Higgs,  1993).  eNOS  viene  attivata  da 

diversi  agonisti,  che  interagiscono  con  recettori  di membrana  accoppiati  a  proteine G, 

oppure da stimoli fisici quali lo shear stress (Shaul, 2002). eNOS, attraverso la produzione 

basale di NO, è un enzima chiave nella regolazione del tono vascolare; è implicato anche 

nei processi di angiogenesi,  rimodellamento e adesione di  leucociti e piastrine. Per  tali 

motivi,  la  sua  attività  viene  finemente  regolata mediante molteplici meccanismi,  che 

coinvolgono  sia  interazioni  proteina‐proteina  sia  modificazioni  post‐traduzionali 

dell’enzima stesso (Fulton et al., 2001).  

L’interazione  con  la  calmodulina  è  necessaria  per  l’attività  enzimatica  della  eNOS; 

inoltre, a differenza dell’enzima inducibile, l’attività di eNOS è strettamente legata anche 

alla concentrazione  intracellulare di  ioni calcio  (Ca2+).  Il  legame  tra eNOS e calmodulina 

facilita  il  trasferimento  di  elettroni  NADPH‐dipendente  dal  dominio  con  attività 

reduttasica  a  quello  con  attività  ossigenasica  dell’enzima  (Alderton  et  al.,  2001).  La 

necessità  dell’interazione  con  la  calmodulina  per  l’attività  della  eNOS  è  stata 

indirettamente  provata,  utilizzando  sia  inibitori  della  calmodulina  sia  terreni  di  coltura 

privi di Ca2+; è anche stato dimostrato che eNOS co‐immunoprecipita con la calmodulina e 

è stato ipotizzato che l’affinità di legame tra le due proteine sia modulata da variazioni di 

Ca2+ intracellulare (Russell et al., 2000; Fulton et al., 2001). 

L’associazione  tra  eNOS  e  heat  shock  protein  90  (hsp90)  è  in  grado  di  aumentare 

l’attività  dell’enzima  di  circa  tre  volte.  La  funzione  principale  di  hsp90  è  quella  di 

assicurare il corretto ripiegamento tridimensionale di diverse proteine, come il recettore 

degli  estrogeni;  tuttavia,  sembra  che  tale  proteina  sia  coinvolta  anche  nelle  vie  di 

trasduzione  del  segnale  in  molti  tipi  cellulari  (Pratt,  1997).  Anche  hsp90  co‐

immunoprecipita  con  eNOS;  l’associazione  tra  le  due  proteine  viene  ulteriormente 

favorita da diversi  stimoli  in grado di  indurre  rilascio di NO, quali  l’istamina,  il VEGF,  lo 

shear  stress  e  l’estradiolo  (Garcia‐Cardena  et  al.,  1998;  Russell  et  al.,  2000).  È  stato 
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suggerito che hsp90 agisca come modulatore allosterico della eNOS e che possa  indurre 

un cambiamento conformazionale dell’enzima, portando ad un aumento della sua attività 

oppure ad una stabilizzazione del  legame  tra eNOS e calmodulina;  in alternativa, hsp90 

può  agire  da  proteina  di  ancoraggio  (scaffold)  per  il  reclutamento  di  altre  proteine 

regolatorie quali chinasi e fosfatasi (Fulton et al., 2001). 

Altre proteine modulano negativamente l’attività di eNOS. Ad esempio, la caveolina‐1, 

proteina  strutturale  tipica  di  particolari  invaginazioni  della  membrana  dette  caveole, 

interagisce  direttamente  con  eNOS  e  inibisce  il  rilascio  di  NO  (Garcia‐Cardena  et  al., 

1997). Tale  inibizione viene contrastata dalla calmodulina, che  favorisce  la dissociazione 

di eNOS dalla caveolina‐1 (Michel et al., 1997). Più recentemente è stata identificata una 

NOS  inhibitor protein  (NOSIP),  in grado di  inibire  il rilascio di NO  indotto da  ionomicina; 

ciò  è  dovuto  alla  traslocazione  di  eNOS  dalla membrana  plasmatica  al  compartimento 

intracellulare (Dedio et al., 2001). 

Anche  le modificazioni post‐traduzionali della eNOS concorrono alla regolazione della 

sua attività.  L’acilazione da parte dell’acido miristico e dell’acido palmitico è essenziale 

per la corretta localizzazione della eNOS nelle caveole nelle cellule endoteliali e quindi per 

la  sua  attività  (Shaul,  2002). Un  altro  tipo  di modificazione  post‐traduzionale  che  può 

modulare l’attività di eNOS è la fosforilazione da parte di chinasi coinvolte in diverse vie di 

trasduzione  del  segnale,  quali  Erk,  RAF  e  Akt  (Fulton  et  al.,  2001;  Boo  e  Jo,  2003).  In 

particolare, è nota l’interazione diretta di eNOS con Akt, attivata dalla fosfatidilinositol 3‐

chinasi (PI3K)  sia in vitro che in vivo; ciò porta alla fosforilazione dell’enzima in diversi siti, 

tra cui residui di serina, tirosina e treonina (Fulton et al., 1999; Michell et al., 1999). Akt 

può  fosforilare eNOS  in posizione serina 1177  (umana)/1179  (bovina)  in vitro  (Fulton et 

al., 1999; Michell et al., 1999).  In particolare,  la co‐trasfezione di Akt e eNOS  in cellule 

COS aumenta  la fosforilazione di eNOS (Fulton et al., 1999). È anche  interessante notare 

che stimoli quali VEGF e shear stress possono  fosforilare e attivare Akt, che a sua volta 

fosforila eNOS in breve tempo (Fulton et al., 1999; Michell et al., 1999). La fosforilazione 

di eNOS  in Ser 1177/1179 porta ad un  incremento dell’attività dell’enzima di circa 15‐20 

volte; inoltre, la eNOS fosforilata risulta sensibile all’attivazione da parte di calmodulina e 

Ca2+ anche a basse concentrazioni (Gallis et al., 1999). Infatti, mutazioni della Ser 1177 in 

aspartato,  che  mima  la  carica  negativa  della  fosforilazione,  porta  ad  attivazione 

costitutiva  della  eNOS  in  presenza  di  bassi  livelli  di  Ca2+  (Dimmeler  et  al.,  1999);  al 
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contrario, la mutazione in alanina, che non può essere fosforilata, impedisce l’attivazione 

di eNOS e di conseguenza il rilascio di NO (Fulton et al., 1999). Altre chinasi sono in  grado 

di fosforilare eNOS in Ser 1177/1179: la protein chinasi A, la protein chinasi C e la chinasi 

attivata  da  AMP  (Chen  et  al.,  1999;  Butt  et  al.,  2000).  Esistono  anche  altri  siti  di 

fosforilazione; per esempio, la fosforilazione in treonina 495 porta ad una ridotta attività 

catalitica di eNOS (Chen et al., 1999). 

Estrogeni e modulazione genomica della eNOS 

È  stato  dimostrato  che  lo  stato  ormonale  influisce  sulla  vasodilatazione  endotelio‐

dipendente  e  NO‐mediata.  Infatti,  la  capacità  di  risposta  a  vasodilatatori  endotelio‐

dipendenti,  quali  la  bradichinina,  varia  in  modo  parallelo  alle  fluttuazioni  dei  livelli 

plasmatici  di  estradiolo durante  il  ciclo mestruale,  risultando maggiore durante  la  fase 

pre‐ovulatoria  in  corrispondenza del picco plasmatico di estrogeni;  al  contrario,  i  livelli 

ormonali non variano la risposta a vasodilatatori endotelio‐indipendenti, quali i composti 

donatori di NO  (English et al., 1998; Chan et al., 2001).  Inoltre,  la diminuzione dei  livelli 

circolanti di estrogeni, che si verifica in menopausa oppure in seguito ad ovariectomia, è 

correlata ad una ridotta vasodilatazione endotelio‐dipendente, sebbene ancora una volta 

rimanga inalterata la capacità di risposta ai vasodilatatori endotelio‐indipendenti (Pinto et 

al.,  1997;  Sorensen  et  al.,  1998).  In  seguito  alla  terapia  estrogenica,  aumentano  sia  la 

concentrazione  plasmatica  di  NO  sia  gli  effetti  dei  vasodilatatori  endotelio‐dipendenti 

(Herrington  et  al.,  1994;  Best  et  al.,  1998).  Anche  le  risposte  ad  agenti  vasocostrittori 

variano  in  relazione  allo  stato  ormonale.  L‐NMMA,  che  inibisce  la  produzione  di  NO, 

induce una vasocostrizione maggiore nelle donne in età fertile rispetto alle donne in post‐

menopausa,  evidenziando  quindi  una  maggiore  produzione  di  NO  prima  della 

menopausa;  inoltre,  la  vasocostrizione  indotta da  antagonismo della eNOS  aumenta  in 

seguito  a  terapia  estrogenica  sostitutiva  (Majmudar  et  al.,  2000).  In  sostanza,  è  stata 

evidenziata  una  forte  correlazione  tra  i  livelli  di  estrogeni  endogeni  e  la  produzione 

endoteliale di NO nelle donne (Chambliss e Shaul, 2002).  

L’esposizione a  lungo termine all’estradiolo aumenta  la capacità di produzione di NO 

anche in animali da esperimento. I livelli basali di NO sono superiori nell’aorta toracica di 

ratti femmine rispetto ai maschi e il trattamento con estrogeni ripristina la produzione di 
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NO  nei  ratti  ovariectomizzati  (Kauser  et  al.,  1994;  Bolego  et  al.,  1997);  in  seguito  a 

trattamento estrogenico  in vivo aumenta  la vasodilatazione endotelio‐dipendente sia  in 

vasi di  capacitanza  sia  in vasi di  resistenza  in animali ovariectomizzati  (Andersen et al., 

1999; Sakuma et al., 2002; Moien‐Afshari et al., 2003).   Utilizzando  topi knockout per  il 

gene  ERα,  è  stato  dimostrata  una  correlazione  tra  i  livelli  di  espressione  di  ERα  e  la 

produzione basale di NO (Rubanyi et al., 1997). 

Gran  parte  di  queste  azioni  sono  state  attribuite  alla modulazione  dell’espressione 

genica della eNOS da parte degli estrogeni; questa regolazione di tipo genomico porta, in 

ultima  analisi,  all’aumento  della  produzione  della  proteina  e  quindi  anche  del  rilascio 

basale e/o stimolato di NO. La regolazione della eNOS da parte degli estrogeni comporta 

un  incremento dei  livelli di proteina attraverso meccanismi  trascrizionali  (Weiner et al., 

1994). In particolare, esperimenti condotti in cellule endoteliali umane hanno dimostrato 

che  la  produzione  di  NO  aumenta  dopo  un’esposizione  di  8  ore  all’estradiolo  in 

concomitanza  con  un  incremento  dei  livelli  proteici  di  eNOS  (Hishikawa  et  al.,  1995); 

l’aumento dell’espressione di eNOS viene bloccato dal pre‐trattamento delle cellule con 

antagonisti dei  recettori degli estrogeni, quali  tamoxifene e  ICI 182,780  (Hayashi et al., 

1995).  L’aumento  dei  livelli  di  proteina  nelle  cellule  endoteliali  è  correlato  ad  un 

incremento dei livelli di mRNA di eNOS (Kleinert et al., 1998). In animali da esperimento è 

stato  osservato  che  i  livelli  di mRNA  di  eNOS  aumentano  durante  la  gravidanza  e  in 

seguito  a  trattamento  con  estrogeni  in  diversi  tessuti  (Weiner  et  al.,  1994);  anche 

l’espressione  della  proteina  viene  modulata  positivamente  durante  la  gravidanza 

(Jankowski et al., 2005).  Inoltre,  in diversi modelli  sperimentali, è  stata dimostrata una 

correlazione  tra  l’esposizione  cronica  all’estradiolo,  l’abbondanza  di  recettori  per  gli 

estrogeni e  l’espressione della eNOS (McNeill et al., 1999; Darblade et al., 2002). Grazie 

all’utilizzo  di  topi  knockout  per  i  recettori  degli  estrogeni  è  stato  dimostrato  che 

l’upregulation di eNOS nei microvasi cerebrali  in  seguito a  trattamento con estrogeni è 

mediata solamente dall’isoforma recettoriale ERα (Geary et al., 2001).  

Gli estrogeni sono anche  in grado di modulare  l’espressione di proteine che regolano 

l’attività  di  eNOS,  come  la  caveolina‐1  (Zhu  e  Smart,  2003).  Studi  condotti  in  animali 

ovariectomizzati  hanno  evidenziato  una  ridotta  vasodilatazione  endotelio‐dipendente 

associata sia ad una diminuita espressione di eNOS che ad una upregulation di caveolina‐

1 (Pelligrino et al., 2000). Il trattamento estrogenico in questi animali è stato in grado non 
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solo  di  ripristinare  la  vasodilatazione  endotelio‐dipendente,  ma  anche  di  aumentare 

l’espressione di eNOS e ridurre quella di caveolina‐1 (Pelligrino et al., 2000). L’estradiolo è 

quindi capace di modulare l’attività di eNOS, regolando in senso opposto l’espressione di 

eNOS e di caveolina‐1. Questa proteina risulta di particolare interesse in quanto partecipa 

anche alla modulazione dell’attività di ERα,  in quanto si  lega al recettore, ne favorisce la 

traslocazione  in  diversi  compartimenti  cellulari  e  ne  promuove  l’attivazione  ligando‐

indipendente (Schlegel et al., 2001; Kiss et al., 2005). Sono quindi molteplici i meccanismi 

di  regolazione  dell’attività  di  eNOS  a  livello  genomico  e  sono  in  gran  parte  mediati 

dall’attivazione dell’isoforma recettoriale ERα. 

Estrogeni e modulazione non genomica della eNOS 

La  vasodilatazione NO‐dipendente è  stata osservata  sia  in  vivo  che  in  vitro anche  in 

seguito all’esposizione acuta agli estrogeni con un meccanismo che, pur essendo mediato 

dall’attivazione  dei  recettori  per  gli  estrogeni,  non  implica  variazioni  dell’espressione 

genica (Chambliss e Shaul, 2002).  

La somministrazione endovenosa di etinilestradiolo causa una drastica diminuzione del 

tono vasomotorio a  livello coronarico nelle donne  in post‐menopausa (Reis et al., 1994). 

Inoltre,  l’esposizione  a  breve  termine  a  livelli  fisiologici  di  estradiolo  è  in  grado  di 

aumentare  la  vasodilatazione  endotelio‐dipendente  indotta  da  acetilcolina,  lasciando 

inalterata  quella  endotelio‐indipendente  (Gilligan  et  al.,  1994).  L’effetto  sulla 

vasodilatazione endotelio‐dipendente  viene  antagonizzato dal  trattamento  con  inibitori 

della NO sintasi, evidenziando come gli estrogeni possano modificare la produzione di NO 

anche dopo esposizione a breve termine (Guetta et al., 1997). Quindi, oltre a regolare in 

modo  genomico  l’espressione  di  eNOS,  gli  estrogeni  sono  in  grado  di  aumentare  la 

biodisponibilità  di  NO  a  breve  termine  in  tempi  non  compatibili  con  un  aumento 

dell’attività  trascrizionale.  Inoltre,  la  vasodilatazione  indotta  da  estradiolo  viene 

antagonizzata  in  vitro  dal  pre‐trattamento  con  tamoxifene,  evidenziando  quindi  il 

coinvolgimento dei recettori degli estrogeni in questi effetti rapidi (Nechmad et al., 1998). 

Anche  in  animali  da  esperimento  l’estradiolo  è  in  grado  di  indurre  vasodilatazione 

endotelio‐dipendente in vivo; questo effetto è assente in animali pre‐trattati con L‐NAME, 

inibitore  della NO  sintasi,  oppure  in  topi  knockout  per  il  gene  della  eNOS  (Guo  et  al., 
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2005).  Numerosi  studi  condotti  in  arterie  isolate  da  animali  da  esperimento  hanno 

dimostrato  che  l’estradiolo  induce  vasodilatazione  a  breve  termine  in  modo  NO‐  e 

endotelio‐dipendente  (Collins  et  al.,  1994;  Bucci  et  al.,  2002).  Inoltre,  esperimenti 

condotti su cellule endoteliali in coltura hanno evidenziato come l’estradiolo sia in grado 

di  indurre  entro  5 minuti  l’attivazione  di  eNOS, misurata  come  conversione  di  [H3]  L‐

arginina  in  [H3] L‐citrullina  (Chen et al., 1999). Questi effetti, ex vivo e  in vitro, vengono 

inibiti  dalla  pre‐incubazione  dei  preparati  vascolari  o  delle  colture  cellulari  con 

l’antagonista non selettivo dei recettori degli estrogeni ICI 182,780 (Chen et al., 1999; Kim 

et al., 1999; Bucci et al., 2002). A questo proposito, Chen e collaboratori  (1999) hanno 

dimostrato  che  l’isoforma  recettoriale  ERα  è  sicuramente  implicata  nell’attivazione  a 

breve termine di eNOS in quanto tale effetto viene accentuato in cellule endoteliali in cui 

ERα è sovraespresso ed è presente in cellule COS‐7 solo dopo la co‐trasfezione di ERα  

I  recettori  responsabili  degli  effetti  a  breve  termine  degli  estrogeni  sarebbero 

localizzati nelle caveolae  (Kim et al., 1999; Russell et al., 2000; Razandi et al., 2004).  In 

queste  strutture  ERα  sarebbe  in  grado  di  interagire  con  eNOS,  inducendone  la 

fosforilazione  e  l’attivazione  tramite molteplici  sistemi  di  trasduzione  del  segnale,  che 

comprendono  la  via  delle MAPK  e  della  PI‐3K.  Infatti,  l’inibizione  specifica  di MEK  con 

PD98059  blocca  l’attivazione  di  eNOS  indotta  dall’estradiolo  in  cellule  endoteliali  di 

origine ovina (Chen et al., 1999). Ci sono anche prove che indicano il coinvolgimento della 

via della PI‐3K:  l’inibitore specifico LY294002, è  in grado di bloccare  l’attivazione  rapida 

della eNOS indotta dall’estradiolo in cellule endoteliali umane (Simoncini et al., 2002). In 

seguito all’esposizione cronica ed acuta agli estrogeni aumenta  l’attivazione di Akt, che 

modifica lo stato di fosforilazione di eNOS, incrementandone a sua volta l’attività (Florian 

et al., 2004). In particolare, è stato riportato che l’estradiolo induce fosforilazione di eNOS 

in posizione Ser 1177, aumentando l’attività dell’enzima; questo effetto non è presente in 

cellule  che  non  esprimono  Akt.  Inoltre,  è  stato  dimostrato  che  ERα  interagisce 

direttamente con la subunità p85 di PI‐3K, causando l’attivazione di Akt (Hisamoto et al., 

2001).  L’estradiolo è anche  in grado di modulare  le concentrazioni  intracellulari di Ca2+ 

nelle cellule endoteliali e l’attivazione di Akt indotta da estrogeni risulta Ca2+‐dipendente 

(Hisamoto et al., 2001). Infine, gli estrogeni controllano l’interazione di eNOS con hsp90, 

proteina  regolatoria  capace  di  aumentare  l’attività  dell’enzima;  infatti,  l’estradiolo 

favorisce  l’associazione  tra  le  due  proteine,  che  viene  antagonizzata  in  presenza  di  ICI 
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182,780 (Russell et al., 2000; Garcia‐Cardena et al., 1998). La geldanamicina,  inibitore di 

hsp90,  è  in  grado  di  prevenire  il  rilascio  di  NO  e  la  produzione  di  cGMP  stimolati 

dall’estradiolo (Russell et al., 2000); inoltre, la pre‐incubazione con geldanamicina inibisce 

la vasodilatazione endotelio‐dipendente  indotta dall’estradiolo nell’aorta di  ratto  (Bucci 

et al., 2002). Sono quindi molteplici i meccanismi attraverso i quali gli estrogeni modulano 

la rapida attivazione di eNOS e  la conseguente  liberazione di NO; è  interessante notare 

che almeno alcuni di questi meccanismi, come la fosforilazione mediata da Akt, vengono 

regolati contemporaneamente a livello genomico e non genomico, mettendo in evidenza 

un  controllo  integrato  delle  azioni  degli  estrogeni  (Pedram  et  al.,  2002;  Stirone  et  al., 

2005). 

vii. Effetti cardiovascolari della terapia ormonale sostitutiva   

La terapia ormonale sostitutiva (HRT, hormonal replacement therapy) viene prescritta 

alle donne allo  scopo di alleviare  i  sintomi  vasomotori della menopausa e di prevenire 

l’osteoporosi.  

Più controversi sono i dati riguardanti gli effetti cardiovascolari della terapia ormonale 

sostitutiva.  Infatti, mentre  i  dati  sperimentali  e  gli  studi  epidemiologici  hanno  fornito 

prove  convincenti degli  effetti protettivi dell’estradiolo  sul  sistema  cardiovascolare,  ciò 

non è stato completamente dimostrato per quanto riguarda l’utilizzo di HRT nelle donne 

in  post‐menopausa  (Mendelsohn  e  Karas,  1999;  Cignarella  et  al.,  2001; Mosca  et  al., 

2001).  Studi  osservazionali  ed  epidemiologici  hanno  documentato  che  la  terapia 

ormonale sostitutiva ha effetti protettivi a  livello cardiovascolare, riducendo  il rischio di 

patologie  coronariche  e  aterosclerosi  nelle  donne  in  menopausa.  Gli  studi  clinici 

d’intervento  non  hanno  invece  rilevato  benefici  della  terapia  estrogenica  sul  sistema 

cardiovascolare; al contrario sono emersi dati che indicano un aumento dei rischi almeno 

nel periodo iniziale della terapia (Mosca et al., 2001; Dubey et al., 2004).  

Studi osservazionali 

Nei  Paesi  occidentali  le malattie  cardiovascolari  rappresentano  la maggior  causa  di 

morte  sia  per  gli  uomini  che  per  le  donne;  tuttavia  le  donne  sono  sostanzialmente 

protette  fino  all’età della menopausa.  Infatti,  fino  a 65  anni  la prevalenza di patologie 



32 
 

coronariche è nettamente superiore negli uomini rispetto alle donne, sebbene si registri 

un aumento  in entrambi  i sessi con  l’avanzare dell’età (Barrett‐Connor, 1997). Inoltre,  la 

mortalità per  cause  cardiovascolari  è più  frequente dopo  la menopausa  (Colditz  et  al., 

1987). Da  studi autoptici è emerso  che  le donne  sottoposte ad ovariectomia bilaterale 

vanno incontro ad un maggiore rischio di malattie cardiovascolari, che l’utilizzo di HRT è in  

grado  di  diminuire  questo  rischio  (Colditz  et  al.,  1987).  Anche  nelle  donne  in  cui  la 

menopausa si instaura precocemente il rischio di patologie coronariche aumenta, mentre 

l’uso di HRT lo riduce (Hu et al., 1999). 

 Studi osservazionali hanno dimostrato che  l’utilizzo di HRT  in menopausa è correlato 

alla  riduzione del  rischio di patologie  cardiovascolari e  alla diminuzione della mortalità 

associata ad esse (Dubey et al., 2004). Una metanalisi che comprende studi osservazionali 

condotti tra  il 1976 e  il 1996 mostra come  il rischio relativo di patologie coronariche sia 

complessivamente ridotto nelle donne trattate con HRT rispetto a coloro che non l’hanno 

mai utilizzata (Barrett‐Connor e Grady, 1998). 

Lo  studio NHS  (Nurses’ Health  Study),  che  ha  coinvolto  più  di  100000  donne  di  età 

compresa tra  i 30 e  i 55 con un follow‐up di 20 anni, ha messo  in  luce una riduzione del 

rischio complessivo di patologie coronariche nelle donne che utilizzano HRT; dopo aver 

normalizzato i dati per età e fattori di rischio, è emersa una riduzione del rischio relativo 

di circa il 40%. È interessante notare che i benefici maggiori sono stati evidenziati dopo un 

utilizzo a breve termine di HRT (Grodstein et al., 2000). 

Studi clinici d’intervento 

Lo  studio HERS  (Heart and Estrogen/progestin Replacement Study) è  stato disegnato 

per  valutare  gli  effetti  della  terapia  ormonale  sul  sistema  cardiovascolare  di  donne  in 

menopausa con patologie coronariche pre‐esistenti. In questo studio sono state coinvolte 

2763  donne  con  un’età  media  di  67  anni,  a  cui  sono  stati  somministrati  estrogeni 

coniugati equini  (CEE)  in associazione con medrossiprogesterone acetato  (MPA) oppure 

placebo. Dopo più di  6.8  anni di  follow‐up, non  sono  stati  evidenziati  effetti protettivi 

della  terapia  ormonale  sostitutiva  in  termini  di  riduzione  del  rischio  di  infarto  del 

miocardio o di morte. È emerso invece un aumento del 52% per quanto riguarda gli eventi 

cardiovascolari durante  il primo  anno di  trattamento  (Hulley et  al., 1998; Grady  et  al., 
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2002). L’HERS è stato quindi il primo importante studio clinico randomizzato a mettere in 

dubbio gli effetti protettivi di HRT a  livello cardiovascolare; tuttavia, è stato evidenziato 

che questo studio riguardava la prevenzione secondaria di eventi cardiovascolari in donne 

con patologie coronariche pre‐esistenti, che rappresentano un ulteriore fattore di rischio.  

Un altro  importante studio clinico,  il WHI  (Women’s Health  Iniziative), ha  interessato 

donne “sane” con un’età media di 63 anni, a cui sono stati somministrati CEE associati con 

MPA,  CEE  da  soli  oppure  placebo.  Lo  studio  è  stato  interrotto  anzitempo  a  causa 

dell’aumentata  incidenza di cancro alla mammella nelle donne  trattate con estrogeni e 

progestinici. Nelle donne trattate con CEE e MPA è stato anche osservato un incremento 

del rischio di infarto del miocardio e ictus. Inoltre, nelle donne trattate con estrogeni non 

sono  stati osservati benefici  cardiovascolari  rispetto al gruppo  controllo; è  stata  invece 

notata una maggiore incidenza di ictus e di trombosi venosa (Writing Group for the WHI, 

2002). Pertanto  la  terapia ormonale  sostitutiva non è  risultata efficace nemmeno nella 

prevenzione primaria degli eventi cardiovascolari. 

Fattori responsabili del fallimento della terapia ormonale sostitutiva 

I  risultati  contrastanti ottenuti dagli  studi  clinici d’intervento  rispetto alle  indicazioni 

fornire  dagli  studi  osservazionali  e  dai  lavori  sperimentali  possono  essere  spiegati  in 

diversi modi.  Per  esempio,  esistono  prove  sperimentali  che  la  dose  e  la modalità  di 

somministrazione della terapia ormonale possono  influire sui suoi effetti; più dubbio è  il 

ruolo dei progestinici utilizzati in associazione. Oltre a ciò il tipo di estrogeno utilizzato e la 

selettività recettoriale di quest’ultimo sono sicuramente di fondamentale importanza per 

determinare gli effetti cardiovascolari della terapia. Infine, è plausibile che un intervento 

farmacologico precoce, quando la funzionalità vascolare non è ancora alterata, potrebbe 

risultare più efficace nel determinare effetti protettivi sul sistema cardiovascolare. 

Via di somministrazione e dosaggio. Evidenze sperimentali indicano che il tipo, la dose 

e  il metodo di  somministrazione di ormoni  esogeni possono modificare o  annullare  gli 

effetti della terapia ormonale sostitutiva. Per esempio, gli estrogeni sono più efficaci nel 

normalizzare  il quadro  lipidico quando vengono somministrati per via orale (The Writing 

Group  for  the PEPI Trial, 1995);  inoltre, è  stato evidenziato come  il  rapporto  tra  fattori 

vasodilatatori (NO e prostaciclina) e vasocostrittori (endotelina‐1) aumenti solo in seguito 
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a  somministrazione  di  estradiolo  per  os  (Maffei  et  al.,  2006).  Al  contrario,  se 

somministrati per via orale, ma non per via transdermica, gli estrogeni aumentano i livelli 

di  proteina  C‐reattiva  e  di  IL‐6,  favorendo  l’instaurarsi  di  uno  stato  pro‐infiammatorio 

(Davison  e Davis,  2003).  Somministrando  gli  estrogeni  per  via  transdermica,  si  evitano 

anche  eccessive  fluttuazioni  dei  livelli  plasmatici  di  ormoni  e  sono  necessari  dosaggi 

minori, perché si evita il metabolismo epatico (Turgeon et al., 2006; Modena et al., 2005).  

A  questo  proposito,  è  importante  ricordare  che  la  somministrazione  per  os  di  dosi 

bassissime di estradiolo (0.25 mg vs 1 mg di terapia standard) è in grado di ridurre i livelli 

di proteina C‐reattiva (Birge, 2006). Un altro lavoro riporta che l'estradiolo a bassi dosaggi 

riduce l’espressione di molecole di adesione e i livelli di trigliceridi (Goudev et al., 2002). 

Infine, CEE somministrati al dosaggio di 0.3 mg (rispetto ad un dosaggio standard di 0.625 

mg)  mantengono  gli  effetti  protettivi  sulle  lipoproteine  plasmatiche  e  sulla 

vasodilatazione, senza alterare i livelli di proteina C‐reattiva (Koh et al., 2004). 

Associazione  con  progestinici.  Un’altra  variabile  è  costituita  dall’associazione  con 

progestinici, che vengono utilizzati per  ridurre  il  rischio di  tumori all’endometrio. Alcuni 

progestinici  possono  indurre  downregulation  dei  recettori  ERα  ed  ERβ,  contrastando  i 

benefici dell’estrogeno, come nel caso del medrossiprogesterone acetato (MPA) (Turgeon 

et  al., 2006; Grodstein et  al., 2003). Nello  studio PEPI è  stato osservato  che  la  terapia 

estrogenica ha effetti benefici sulle lipoproteine plasmatiche, che però vengono attenuati 

dall’associazione con MPA (The Writing Group or the PEPI trial, 1995). Nello studio NHS è 

emerso, invece,un rischio di patologie coronariche simile per coloro che utilizzavano CEE 

oppure CEE associati a MPA (Grodstein et al., 2000). Altrettanto contrastanti sono  i dati 

che  riguardano  la  vasodilatazione  endotelio‐dipendente,  che  in  alcuni  studi  non  viene 

influenzata   e  in altri viene ridotta dal progestinico (Dubey et al., 2004). È perciò difficile 

definire il ruolo dei progestinici, e in particolare di MPA, sugli effetti cardiovascolari della 

terapia ormonale sostitutiva. 

Tipo di estrogeni utilizzati in terapia. Gli estrogeni equini coniugati utilizzati negli studi 

clinici sono costituiti da un miscuglio di composti a composizione variabile, che però non 

comprendono  l’estradiolo;  perciò  la  terapia  con  CEE  non  supplisce  alla  mancanza 

fisiologica  di  estradiolo.  Infatti,  i  composti  che  fanno  parte  dei  CEE  differiscono 
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dall’estradiolo  per  quanto  riguarda  le  proprietà  farmacologiche,  che  possono  in  ultima 

analisi influenzare gli effetti cardiovascolari del trattamento (Dubey et al., 2004; Turgeon 

et al., 2006).  I CEE hanno diverse affinità di  legame, selettività  recettoriale e attività da 

agonisti; poiché le azioni biologiche degli estrogeni sono in parte mediate dall’interazione 

con  i  loro  recettori,  i  CEE  non  possono  mimare  in  modo  completo  gli  effetti 

cardiovascolari  dell’estradiolo.  Al  contrario  degli  studi  che  prevedevano  la 

somministrazione di CEE, dove non osservavano effetti protettivi a livello cardiovascolare, 

nello  studio  clinico  EPAT,  la  somministrazione  di  estradiolo  ha  ridotto  la  progressione 

dell’aterosclerosi nelle donne in post‐menopausa (Hodis et al., 2001), evidenziando quindi 

che il tipo di estrogeno utilizzato in terapia può influenzare gli effetti osservati.  

Selettività  recettoriale.  Le  due  isoforme  recettoriali  possono  contribuire  in  modo 

diverso agli effetti complessivi degli estrogeni utilizzati  in terapia. La maggior parte delle 

azioni  protettive  a  livello  cardiovascolare  è  infatti  mediata  dall’attivazione  di  ERα. 

L’attivazione di questo recettore promuove  il processo di ri‐endotelizzazione vascolare e 

inibisce  la proliferazione delle cellule muscolari  lisce  (Brouchet et al., 2001; Pare et al., 

2002); riduce la sintesi di LDL circolanti a livello epatico, aumentando invece quella delle 

HDL  (Mendelsohn  e  Karas,  2005);  rallenta  la  progressione  dell’aterosclerosi  e  attiva 

meccanismi  di  protezione  da  danni  vascolari  (Booth  et  al.,  2005;  Bolego  et  al.,  2006; 

Turgeon et al., 2006); ha effetti anti‐infiammatori a livello cerebrale (Vegeto et al., 2004); 

regola  la pressione arteriosa, stimolando  la produzione di prostaciclina ed NO (Darblade 

et al., 2002; Geary et al., 2001). ERβ modula  l'attività di ERα  in diversi tessuti e spesso  i 

due  recettori  mediano  effetti  contrastanti  (Gustafsson,  2003).  A  causa  del  diverso 

coinvolgimento delle due isoforme recettoriali nell’indurre protezione vascolare, sarebbe 

auspicabile un intervento farmacologico con agenti selettivi per ERα. 

Fin dalla scoperta di un secondo recettore degli estrogeni, si è cercato di sintetizzare 

composti  in  grado  di  interagire  in  modo  specifico  con  l’una  o  l’atra  delle  isoforme 

recettoriali.  Finalmente,  negli  ultimi  anni  si  sono  resi  disponibili  sia  agonisti  che 

antagonisti  selettivi  per  ERα  o  ERβ.  Tra  i  composti  di  sintesi  che  hanno  presentato 

selettività  maggiore  per  ERβ,  il  più  studiato  in  vivo  e  in  vitro  è  il  DPN  (2,3‐bis(4‐

idrossifenil)proprionitrile), un potente agonista che presenta un’affinità di legame circa 70 
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volte superiore per ERβ rispetto a ERα (Harrington et al., 2003). Il composto ERβ‐selettivo 

DPN è allo studio per i suoi possibili effetti neuroprotettivi (Harris et al., 2007). 

Per  quanto  riguarda  ERα,  sono  stati  sintetizzati  e  parzialmente  caratterizzati  in  vivo 

due  agonisti  potenti  e  altamente  selettivi;  questi  composti  sono  il  PPT  (1,3,5‐(4‐

idrossifenil)‐4‐propil‐1H‐pirazolo), 400 volte più selettivo per ERα rispetto a ERβ, e il 16α‐

LE2,  250  volte  più  selettivo  (Sun  et  al.,  1999;  Hillisch  et  al.,  2004).  Introducendo  una 

catena  laterale  basica,  sono  stati  sintetizzati  anche  antagonisti  selettivi  per  ERα,  come 

MPP (1,3‐bis(4‐idrossifenil)‐4‐metil‐5‐[4‐(2‐piperidiniletossi)fenol]‐1H‐pirazolo) (Sun et al., 

2002).  Il PPT è già  stato valutato  in vivo  su animali ovariectomizzati, dove ha mostrato 

effetti simili a quelli dell’estradiolo: aumento della densità ossea e del trofismo dell’utero, 

riduzione del peso  corporeo e dei  livelli plasmatici di  LDL  (Harris et al., 2002). A  livello 

cardiovascolare,  sia  PPT  che  16α‐LE2  hanno mostrato  effetti  cardioprotettivi  in  vitro  e 

entrambi sono stati in grado di indurre vasodilatazione, anche se a concentrazioni molto 

elevate (Widder et al., 2003; Montgomery et al., 2003; Booth et al., 2005; Peltzer et al., 

2005). 

I  composti  selettivi  per  le  due  isoforme  sono  in  grado  di  indurre  cambiamenti 

conformazionali specifici nel recettore, portando all’esposizione di siti di  interazione con 

co‐regolatori diversi da quelli indotti dall’estradiolo (Kraichely et al., 2000).  

Età  e  tempo  di  inizio  della  terapia.  L’efficacia  della  terapia  estrogenica  sostitutiva 

dipende  anche  dalla  tempestività  di  inizio  del  trattamento  (Dubey  et  al.,  2005).  Tale 

concetto è stato sviluppato a partire dalle metanalisi di studi clinici precedenti, che hanno 

messo  in  luce  come  i  benefici  della  terapia  estrogenica  dipendano  almeno  in  parte 

dall’età e dal tempo intercorso dall’inizio della menopausa (Grodstein et al., 2003). È stato 

evidenziato  come  sia  nello  studio  clinico  HERS  sia  nel WHI  l’età media  di  inizio  della 

terapia  fosse molto  più  elevata  rispetto  a  quella  degli  studi  osservazionali;  negli  studi 

clinici le pazienti erano in post‐menopausa da almeno un decennio. Al contrario, quando 

la  terapia estrogenica  sostitutiva viene  intrapresa  subito dopo  l’inizio della menopausa, 

emerge  una  riduzione  complessiva  del  rischio  cardiovascolare  (Grodstein  et  al.,  2006). 

Nello  studio  NHS,  che  ha  fornito  prove  degli  effetti  benefici  di  HRT  e  livello 

cardiovascolare, l’80% delle donne aveva iniziato la terapia entro 2 anni dalla menopausa; 

negli  studi  HERS  e WHI,  data  l’età media,  è  probabile  che  le  partecipanti  fossero  in 
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menopausa da oltre dieci anni (Hulley et al., 1998; Grodstein et al., 2000; Writing Group 

for  the WHI, 2002)   È  stato quindi  suggerito  che  la  terapia ormonale  risulti efficace  se 

iniziata  in  presenza  di  una  normale  funzionalità  vascolare,  mentre  un  endotelio 

danneggiato potrebbe non essere più sensibile agli effetti vasoprotettivi degli estrogeni 

(Mendelsohn e Karas, 2005; Turgeon et al., 2006). Ad esempio, studi condotti  in primati 

ovariectomizzati  hanno  dimostrato  che  la  progressione  della  placca  aterosclerotica  è 

rallentata solo se  il  trattamento sostitutivo con estrogeni  inizia precocemente  (Clarkson 

et al., 2005). Sulla base dei dati ottenuti nei primati, un ritardo di 6 anni nell’inizio della 

terapia sarebbe sufficiente a ridurre gli effetti protettivi degli estrogeni. Analogamente, i 

pochi studi clinici randomizzati che hanno preso  in considerazione donne relativamente 

giovani  hanno  confermato  che  la  terapia  estrogenica  rallenta  lo  sviluppo  e  la 

calcificazione  della  placca  (Clarkson  et  al.,  2005).  Un  recente  studio  retrospettivo  ha 

concluso che, probabilmente,  la  scelta dell'inizio della  terapia ha un  impatto  sul  rischio 

cardiovascolare  (Grodstein et al., 2006). Un  concetto emergente per  spiegare  i  risultati 

negativi  dei  trial  clinici  con  la  terapia  ormonale  sostitutiva  è  la  variazione  ciclica  o 

permanente  del  profilo  di  ER  a  livello  vasale  in  pre‐  e  post‐menopausa  (Stirone  et  al., 

2003).  Questa  teoria,  la  cosiddetta  timing  hypothesis,  propone  che  il  successo  del 

trattamento con agenti estrogenici  in menopausa sia correlato alla  tempestività d'inizio 

del medesimo (Mendelsohn e Karas, 2005). Per valutare l’efficacia della terapia ormonale 

in relazione all’età di inizio del trattamento sono attualmente in corso due studi clinici, il 

Kronos  Early  Estrogen Prevention  Study  (KEEPS) e  il Early  versus  Late  Intervention  Trial 

with Estradiol (ELITE) (Harman et al., 2005; Mendelsohn e Karas, 2005). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 

 

 

 

 

 

DPN (2,3‐bis(4‐idrossifenil)proprionitrile) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PPT (1,3,5‐(4‐idrossifenil)‐4‐propil‐1H‐pirazolo) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MPP (1,3‐bis(4‐idrossifenil)‐4‐metil‐5‐[4‐(2‐piperidiniletossi)fenol]‐1H‐pirazolo) 
 

FIGURA  6 Agonisti  ed  antagonisti  selettivi  per  i  recettori  degli  estrogeni. DPN,  agonista  ERβ‐ 
selettivo; PPT, agonista ERα‐selettivo; MPP, antagonista ERα‐selettivo.  
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III. SCOPO DEL LAVORO 

In questa tesi sono stati inizialmente approfonditi gli effetti a breve termine indotti 

dall’agonista  ERα‐selettivo  PPT  e  dall’agonista  ERβ‐selettivo  DPN  sulle  risposte 

funzionali  di  anelli  di  aorta  toracica  provenienti  da  ratti  femmine  intatti  ed 

ovariectomizzati.  

La seconda parte del lavoro è stata volta a determinare l’influenza della durata della 

deprivazione  estrogenica  sugli  effetti  a  breve  termine  del  17β‐estradiolo  e 

dell’agonista ERα‐selettivo PPT  in preparati vascolari  (aorta e arteria mesenterica) di 

ratti  ovariectomizzati  e  sottoposti  a  trattamento  con  estrogeni  oppure  con  placebo 

dopo 1, 4 e 8 mesi dall’operazione, valutando contemporaneamente nei rispettivi lisati 

endoteliali  l’espressione  di  proteine  coinvolte  nella  vasodilatazione  indotta  da 

estrogeni: l’enzima NO sintasi endoteliale (eNOS), la sua forma fosforilata (peNOS) e il 

recettore α degli estrogeni (ERα).  
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IV. MATERIALI E METODI 

i. Condizioni di stabulazione degli animali 

In questa ricerca sono stati utilizzati ratti Sprague‐Dawley di sesso femminile, aventi 

un peso corporeo di 200‐225 g all’arrivo (Charles River Italia). Gli animali sono sempre 

stati alimentati con mangime standard ed acqua ad libitum.  

Prima  dell’inizio  dei  trattamenti,  gli  animali  sono  stati  stabulati  per  circa  una 

settimana in condizioni controllate di temperatura (22 ± 1 °C) e di umidità (60% ± 5%); 

la durata del ciclo luce/buio è stata fissata in 12 ore.  

Ai  fini  della  pianificazione  degli  esperimenti,  gli  animali  sono  stati  suddivisi  nei 

seguenti gruppi: ratti intatti, ratti ovariectomizzati (OVX), ratti ovariectomizzati trattati 

con  estrogeno  (OVX  +  E2).  Gli  animali  OVX  ed  OVX  +  E2  sono  stati  ulteriormente 

suddivisi  in  relazione  alla  durata  della  deprivazione  estrogenica  prima  dell’inizio  del 

trattamento in vivo. 

ii. Ovariectomia e trattamento estrogenico sostitutivo 

Gli  animali  sono  stati  anestetizzati  con  chetamina  (Imalgene®,  40  mg/Kg  i.p.)  e 

xilazina (Rompum®, 20 mg/Kg  i.p.) e sottoposti ad ovariectomia bilaterale. Sono state 

praticate due  incisioni dorsali,  il  tessuto adiposo  sottocutaneo è  stato  staccato dalla 

cute  ed  aperto,  quindi  il  tessuto muscolare  sottostante  è  stato  perforato  con  una 

pinzetta;  infine,  l’ovaio  è  stato  isolato  ed  asportato.  La muscolatura  e  la  cute  sono 

state poi richiuse con filo da sutura sterile non riassorbibile (n° 4.0). 

Dopo  un  mese  dall’operazione,  gli  animali  ovariectomizzati  hanno  ricevuto  un 

impianto sottocutaneo di due capsule di silicone (diametro interno: 1.6 mm, diametro 

esterno: 3.1 mm; Dow Corning) contenenti 25 µl di veicolo (olio di arachidi) oppure di 

17β‐estradiolo (0.86 mmol/L, corrispondenti a 5.87 µg in ciascuna capsula) per 5 giorni, 

al  termine dei quali gli animali  sono  stati  sacrificati per asfissia da CO2.  In  seguito a 

questo  trattamento  estrogenico  le  concentrazioni  plasmatiche  di  17β‐estradiolo 

risultano  paragonabili  ai  livelli  normalmente  osservati  nel  ratto  durante  il  proestro 

(Lapchack, 1991). 
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In  un  altro  set  di  esperimenti,  gli  animali  ovariectomizzati  hanno  ricevuto  gli 

impianti sottocutanei di veicolo oppure di 17β‐estradiolo, sempre per 5 giorni, dopo 1, 

4 oppure 8 mesi dall’operazione,  in modo da riprodurre diversi tempi di deprivazione 

estrogenica.  In  tutti  i  gruppi  sperimentali,  gli uteri  sono  stati prelevati e pesati, per 

valutarne il trofismo, come controllo preliminare dell’avvenuto rimpiazzo estrogenico.  

iii. Prelievo e preparazione dei vasi 

Gli esperimenti sono stati condotti anelli di aorta toracica provenienti da ratti intatti 

ed  ovariectomizzati;  negli  animali  ovariectomizzati  è  stata  prelevata  anche  l’arteria 

mesenterica  superiore.  Dopo  laparotomia,  i  vasi  sono  stati  isolati,  prelevati  e  posti 

immediatamente  in  un  becker  contenente  una  soluzione  di  Krebs  con  la  seguente 

composizione  (mM):  NaCl  118,  KCl  4.7,  CaCl2‐6H2O  2.5,  NaHCO3  25,  KH2PO4  1.2, 

MgSO4‐7H2O  1.1,  glucosio  5.5,  pH  7.4  a  temperatura  ambiente.  Dopo  un’accurata 

pulizia  delle  arterie,  sono  stati  ottenuti  segmenti  lunghi  circa  5  mm.  Quando  il 

protocollo  sperimentale  lo  richiedeva,  l’endotelio è  stato  rimosso mediante delicato 

raschiamento del lume delle arterie.  

I preparati sono stati sospesi tra due filamenti di tungsteno e  immersi  in bagni per 

organi  isolati da 5 ml, contenenti  la soluzione di Krebs ossigenata con una miscela di 

carbossigeno  (95%  O2  e  5%  CO2)  e mantenuta  alla  temperatura  costante  di  37  °C. 

Un’estremità  dei  tessuti  è  stata  fissata  ad  un  gancio  posto  sul  fondo  del  bagnetto, 

mentre  l’altra estremità è stata  legata per mezzo di un  filo di seta ad un  trasduttore 

isometrico  Fort  10  (World  Precision  Instruments),  connesso  ad  un  sistema  di 

registrazione  digitale  PowerLab  8SP  (ADInstruments)  ed  ad  un  computer  IBM 

compatibile (Olidata). Per  l’acquisizione dei dati è stato utilizzato  il programma Chart 

v4.2.4  (ADInstruments).  Per  ottenere  una  risposta  ottimale,  i  preparati  sono  stati 

sottoposti ad un tiraggio iniziale di 1.5 g per gli anelli di aorta e di 0.5 g per i segmenti 

di arteria mesenterica. 

iv. Esperimenti ex vivo 

Dopo un periodo di  stabilizzazione di 30 minuti,  i  tessuti  sono  stati  contratti  con 

noradrenalina  (10 µM)  fino ad ottenere una  risposta massimale,  lavati più volte con 
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Krebs fresco e lasciati a riposo per altri 30 minuti. Dopo precontrazione dei tessuti con 

noradrenalina  (EC60: 0.1 µM per  l’aorta, 0.3 µM per  l’arteria mesenterica)  fino ad un 

plateau stabile, sono state ottenute curve cumulative concentrazione‐risposta per 17�‐

estradiolo, PPT (agonista ERα‐selettivo) e DPN (agonista ERβ‐selettivo) nell’intervallo di 

concentrazioni  0.01  pM  ‐  0.1  µM.  Tale  intervallo  è  stato  selezionato  in  quanto 

comprende  le  concentrazioni  fisiologiche  di  17β‐estradiolo  in  vivo  e 

contemporaneamente  garantisce  la  selettività  di  PPT  e DPN  verso  i  recettori  ERα  e 

ERβ. Dopo ogni  curva,  il Krebs è  stato  sostituito  con  soluzione  fresca ed  il  tessuto è 

stato  lasciato  riequilibrare  per  30  minuti.  L’effetto  del  solvente  è  stato  valutato 

mediante  aggiunte  cumulative  di  etanolo  sui  tessuti  precontratti.  La  funzionalità 

endoteliale è  stata verificata  in base alla  risposta  indotta dall’acetilcolina  (1 nM  ‐ 10 

µM). 

Al fine di valutare il ruolo dell’endotelio nelle risposte vascolari osservate, sono stati 

condotti  esperimenti  specifici  in  assenza  di  endotelio  oppure  dopo  incubazione  con 

l’inibitore  della  NO  sintasi  L‐NAME  (3  µM);  in  aggiunta,  abbiamo  verificato  il 

coinvolgimento  dei  recettori  degli  estrogeni  mediante  incubazione  dei  tessuti  con 

l’antagonista non selettivo ICI 182,780 (0.1‐1 µM) e l’antagonista ERα‐selettivo MPP (1‐

10 µM). 

Alla  fine  di  ogni  esperimento  i  tessuti  sono  stati  asciugati  e  pesati,  allo  scopo  di 

determinare  la  forza  di  contrazione  in  rapporto  al  peso  di  ogni  singolo  preparato 

(mN/mg  di  tessuto).  Questa  metodica  ha  permesso  di  normalizzare  le  forze  di 

contrazione sviluppate da tessuti con peso differente. Le risposte rilassanti sono state 

espresse come percentuale della contrazione residua di noradrenalina. 

v. Agenti farmacologici utilizzati  

Acetilcolina  (ACh), noradrenalina  (NA), N�‐nitro‐L‐arginina metil estere  (L‐NAME) e 

17β‐estradiolo  (E2) sono stati acquistati presso  la ditta Sigma  (Milano). PPT  (1,3,5‐(4‐

idrossifenil)‐4‐propil‐1H‐pirazolo),  DPN  (2,3‐bis(4‐idrossifenil)proprionitrile),  ICI 

182,780  (7α,17β‐[9[(4,4,5,5,5‐pentafluoropentil)sulfinil]nonil]estra‐1,3,5(10)‐triene‐

3,17‐diolo)  e  MPP  (1,3‐bis(4‐idrossifenil)‐4‐metil‐5‐[4‐(2‐piperidiniletossi)fenol]‐1H‐

pirazolo) sono stati acquistati presso la ditta Tocris (Bristol, UK).  
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Le  soluzioni madre di  acetilcolina e noradrenalina  (0.1 M)  sono  state ottenute  in 

acido ascorbico (0.1 mM) e conservate a 4 °C. L‐NAME e MPP sono stati solubilizzati in 

acqua  distillata  alla  concentrazione  di  10  mM.  Le  opportune  diluizioni  sono  state 

ottenute in acqua distillata al momento dell’esperimento.  

Le  soluzioni madre di E2, PPT, DPN e  ICI 182,780  (10 mM)  sono  state ottenute  in 

etanolo  assoluto  e  conservate  a  ‐20  °C;  ulteriori  diluizioni  sono  state  ottenute  in 

etanolo fino a 1 mM e successivamente in acqua distillata. La concentrazione finale di 

etanolo nei bagnetti non superava lo 0.01%. 

vi. Colture cellulari 

Le cellule endoteliali di aorta di ratto (RAEC) sono state ottenute mediante blanda 

tripsinizzazione secondo  la metodica di Ding e Vaziri (1998), coltivate a confluenza ed 

utilizzate  al  primo  passaggio.  Le  RAEC  sono  state  caratterizzate  in  base  alla  loro 

morfologia e all’espressione di marcatori tipici delle cellule endoteliali (eNOS).  

Per  l’analisi proteica, le cellule endoteliali di aorta di ratto sono state  lavate  in PBS 

(phosphate‐buffered saline) ed estratte in tampone di lisi (Idel et al, 2002).  

vii. Isolamento dell’endotelio  

L’aorta toracica è stata prelevata dai ratti ovariectomizzati e subito  immersa  in un 

becker  contenente  PBS  fresco.  Successivamente  l’aorta  è  stata  aperta  a  libro  con 

l’endotelio rivolto verso l’alto. Lo strato endoteliale è stato quindi asportato mediante 

delicato  raschiamento del  lume del vaso.  Il preparato ottenuto da due aorte è stato 

risospeso  in una provetta eppendorf  contenente 0.5 ml di PBS.  Il  contenuto è  stato 

centrifugato a 8000 rpm per 10 minuti ed  il surnatante è stato eliminato.  

Per gli esperimenti di Western blot,  il pellet è stato estratto  in 30 µl di tampone di 

lisi e conservato a –80°C fino al momento dell’analisi proteica (Idel et al, 2002). Per gli 

esperimenti di real time PCR, il pellet è stato risospeso in una soluzione di lisi dell’RNA 

e conservato a ‐80°C fino al momento dell’utilizzo.  
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viii. Analisi Western Blot  

Dopo  4  cicli  di  congelo‐scongelo,  i  lisati  proteici  sono  stati  bolliti  per  5 minuti  e 

centrifugati  a  13200  rpm  per  15  minuti.  Il  contenuto  totale  di  proteine  è  stato 

determinato  mediante  dosaggio  spettrofotometrico  di  Lowry  (1951).  Un  volume 

adeguato  di  lisato  proteico  è  stato  caricato  su  gel  di  poliacrilammide  al  10%  e  le 

proteine sono state separate tramite SDS‐PAGE.  

Al termine della corsa elettroforetica le proteine sono state trasferite su membrane 

ECL  Hybond  (GE  HealthCare)  per  chemiluminescenza.  L’uniformità  del  caricamento 

delle  proteine  e  l’efficienza  del  trasferimento  sono  state  verificate  mediante 

colorazione di Ponceau. 

 Successivamente le membrane sono state incubate in TBS contenente 0.1% Tween 

e 5% di latte scremato in polvere (Bio‐Rad), al fine di saturare i siti di legame aspecifici, 

quindi  sono  state  incubate  overnight  con  gli  opportuni  anticorpi  primari  (anti‐eNOS 

1:800,  Santa  Cruz  Biotechnology  Inc;  anti‐peNOS  specifico  per  pS1177  1:1000,  BD 

Transduction  Laboratories;  anti‐ERα  1:800,  Santa  Cruz  Biotechnology  Inc;  anti‐ERβ 

1:1000, Calbiochem) a 4  °C. Le membrane  sono  state  ripetutamente  lavate con TBS‐

Tween e successivamente incubate con gli opportuni anticorpi secondari coniugati con 

HRP (horse‐radish peroxidase) per 1 h a temperatura ambiente. Dopo un’ulteriore serie 

di  lavaggi  con  TBS‐Tween,  il  segnale  è  stato  rivelato  su  lastre  fotografiche 

impressionate tramite chemiluminescenza (GE HealthCare).  

Le  proteine  ricombinanti  umane  ERα  ed  ERβ  (Calbiochem)  sono  state  utilizzate 

come controllo positivo. Le cellule endoteliali di vena ombelicale umana (HUVEC) e  le 

cellule muscolari lisce di  aorta di ratto (RSMC) sono state usate rispettivamente come 

controllo positivo e controllo negativo dell’espressione di eNOS e peNOS. 

ix. Real‐Time PCR quantitativa 

L’RNA è stato estratto mediante un kit disponibile in commercio (Ambion) ed è poi 

stato quantizzato tramite analisi spettrofotometrica. 1 µg di RNA è stato retrotrascritto 

utilizzando SuperScript e random hexamer primers (Invitrogen).  
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Il cDNA così ottenuto è  stato amplificato con Taqman 7000  (Applied Biosystems), 

utilizzando FastStart TaqMan® Probe Master (Roche Applied Sciences), sonde e primer 

TaqMan  gene‐specifici  (Applied  Biosystems).  Per  il  termociclatore  è  stato  usato  un 

protocollo standard a 2 step (95°C per 15 secondi, 60°C per 1 min, ripetuto 40 volte). 

La  quantificazione  relativa  dell’espressione  genica  è  stata  calcolata  mediante 

comparazione  del  CT  (ciclo  soglia)  e  normalizzata  all’espressione  del  gene 

housekeeping 18S. 

x. Immunoistochimica 

L’aorta  toracica  è  stata  prelevata  da  ratti  femmina  dopo  1,  4  e  8  mesi 

dall’ovariectomia, accuratamente pulita ed  immersa  in PBS  contenente  saccarosio al 

7% per 24 h a 4°C per la crioprotezione. I segmenti di aorta sono stati posti in Tissue‐

Tek  O.C.T.  e  immediatamente  congelati  in  azoto  liquido.    Al  criostato  sono  state 

ottenute sezioni di 10 µm, che sono state fissate con acetone freddo e conservate a ‐

80°C  fino  al  momento  dell’utilizzo.  Alcune  sezioni  sono  state  immediatamente 

impiegate per valutare  l’integrità strutturale dell’endotelio mediante colorazione con 

ematossilina ed eosina (Mayer’s Haematoxylin, Sigma; Eosin Y, BHD).  

Per valutare  la presenza di eNOS, peNOS ed ERα a  livello endoteliale,  le sezioni di 

aorta sono state portate gradualmente a temperatura ambiente e  lavate con PBS.  Le 

sezioni sono state quindi incubate con PBS contente Triton allo 0.1% per 1 minuto, per 

favorire  la  permeabilizzazione  delle membrane  cellulari,  e  con  blocking  buffer  (PBS 

contenente  siero  anti‐rabbit  al  10%)  per  40 minuti;  in  seguito  sono  state  incubate 

overnight  con gli opportuni anticorpi primari  (anti‐eNOS e anti‐ERα 1:10, Santa Cruz 

Biotechnology  Inc;  anti‐peNOS 1:10,  Zymed).  I  tessuti  sono  stati  lavati più  volte  con 

PBS  e  incubati  in  anticorpo  secondario  biotinilato  anti‐rabbit  1:100  per  40 minuti. 

Prima della successiva  incubazione con streptavidina coniugata con HRP (horse‐radish 

peroxidase),  l’attività delle perossidasi endogene è stata  inibita mediante  incubazione 

con acqua ossigenata per 15 minuti. Come metodo di  rivelazione è stata utilizzata  la 

diaminobenzidina.  Il  legame  non  specifico  è  stato  valutato  sostituendo  l’anticorpo 

primario  con  antibody  diluting  solution  (PBS  contente  1%  di  siero  anti‐rabbit)  nei 
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vetrini  di  controllo  negativo.  I  vetrini  sono  stati  osservati  al  microscopio  Axiovert 

(Zeiss) e le immagini sono state acquisite con il programma Axiovision (Zeiss). 

xi. Analisi statistica 

I  dati  sono  stati  espressi  come  media  ±  SEM  (standard  error  mean)  di  4‐6 

esperimenti indipendenti; ciascun valore rappresenta la media ± SEM di osservazioni in 

duplicato  o  triplicato.  Le  curve  concentrazione‐risposta  sono  state  ottenute  con  il 

software  Prism  v3.0.2  (GraphPad  Software  Inc.)  e  sono  state  confrontate  tramite 

analisi della varianza  (ANOVA) a due vie.  I valori di pD2 e  le risposte massime  (Emax) 

agli agenti  farmacologici  sono  stati  confrontati utilizzando  il  test ANOVA ad una via, 

seguito  dal  test  di  Bonferroni  post  hoc,  mediante  il  software  GraphPad  Instat 

(GraphPad Software Inc.).  

I  dati  di  Western  blot  e  real‐time  PCR  rappresentano  la  media  ±  SEM  di  3 

esperimenti  indipendenti.  Il confronto  tra  i gruppi  sperimentali  (OVX vs OVX + E2) è 

stato effettuato mediante ANOVA ad una via. 

Valori di P<0.05 sono stati considerati significativi.  
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V. RISULTATI 

i. Effetto  dell’ovariectomia  e  del  trattamento  con  17β‐estradiolo  sul  peso 

corporeo e sul peso degli uteri 

Per  determinare  l’influenza  dell’estradiolo  circolante  sulle  risposte  vasomotorie  agli 

agonisti dei  recettori degli estrogeni, gli esperimenti sono stati condotti utilizzando vasi 

provenienti da ratti ovariectomizzati da 1 mese e sottoposti per 5 giorni a trattamento in 

vivo con 17β‐estradiolo (OVX + E2) oppure con veicolo (OVX).  

Dopo 1 mese dall’ovariectomia è stato  riscontrato un aumento significativo del peso 

corporeo  degli  animali  ovariectomizzati  rispetto  ai  controlli;  tuttavia,  il  trattamento 

estrogenico  sostitutivo  non  ha modificato  questo  parametro  nei  ratti  ovariectomizzati 

(Tab. 1). 

Come  atteso,  gli  animali  ovariectomizzati  e  trattati  con  veicolo  presentavano  uteri 

atrofici del peso pari a circa un terzo rispetto a quanto osservato nei controlli (Tab. 1). Il 

trattamento estrogenico sostitutivo ha riportato alla normalità il peso degli uteri nei ratti 

ovariectomizzati  

 

GRUPPO  PESO ANIMALI (g)  PESO UTERI (mg) 

controllo  252 ± 16  509 ± 85 

OVX  319 ± 4*   137 ± 22* 

OVX + E2  310 ± 7*   550 ± 48† 

 
TABELLA 1 Effetto dell’ovariectomia per 1 mese e del trattamento estrogenico sostitutivo per 5 
giorni sul peso corporeo e sul peso degli uteri di ratti femmine intatti, ovariectomizzati (OVX) ed 
ovariectomizzati  trattati  con 17β‐estradiolo  (OVX  +E2) per 5 giorni.  I dati  sono  espressi  come 
media ± SEM di 6 esperimenti. *P<0.01 vs controllo; †P<0.01 vs OVX (ANOVA a una via seguita da 
test di Bonferroni post hoc). 

 



48 
 

ii. Effetto del  trattamento acuto con composti estrogenici sul  tono vascolare  in 

preparati di aorta toracica di ratti femmine  

Preparati di aorta toracica di ratti  femmine sono stati precontratti con noradrenalina 

(0.1  µM);  quando  la  contrazione  ha  raggiunto  un  plateau  stabile,  i  tessuti  sono  stati 

stimolati  con  concentrazioni  crescenti di 17β‐estradiolo  (E2), dell’agonista ERα‐selettivo 

PPT  e  dell’agonista  ERβ‐selettivo  DPN.  L’intervallo  di  concentrazioni  utilizzato  è  stato 

selezionato  in modo da  comprendere  concentrazioni di 17β‐estradiolo  fisiologicamente 

rilevanti  in vivo, garantendo contemporaneamente  la selettività degli agonisti per  le due 

isoforme recettoriali. 

Il trattamento dei tessuti con 17β‐estradiolo ha  indotto rilassamento rapido  in modo 

concentrazione‐dipendente  (Fig.  7).  In  modo  analogo  al  ligando  fisiologico,  anche 

l’agonista  ERα‐selettivo  PPT  ha  prodotto  una  vasodilatazione  a  breve  termine  dei 

preparati vascolari, inducendo uneffetto sovrapponibile a quello del 17β‐estradiolo sia in 

termini di potenza che di efficacia (Fig. 7). Al contrario,  l’agonista ERβ‐selettivo DPN non 

ha causato risposte vasomotorie significative (Fig. 7). I parametri farmacologici di efficacia 

(Emax) e di potenza (pD2) per i diversi composti estrogenici sono riassunti in Tabella 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA  7  Curve  concentrazione‐risposta 
per  il  17β‐estradiolo  (■),  l’agonista  ERα‐
selettivo PPT  (●) e  l’agonista ERβ‐selettivo DPN  (♦) ottenute  in preparati di aorta  toracica di 
ratti femmine. I tessuti sono stati precontratti con NA 0.1 µM. Ogni punto delle curve rappresenta 
la media ± SEM di 5‐6 esperimenti. DPN vs E2 e PPT P<0.01 (ANOVA a due vie). 
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iii. Effetto dell’ovariectomia e del  trattamento  con 17β‐estradiolo  sulle  risposte 

funzionali a breve termine dell’aorta toracica 

Al  fine  di  determinare  l’influenza  degli  estrogeni  circolanti  sulle  risposte  vascolari  a 

breve  termine  indotte  dal  17β‐estradiolo  e  dall’agonista  ERα‐selettivo  PPT,  sono  stati 

condotti  esperimenti  specifici  in  animali  ovariectomizzati,  trattati  in  vivo  con  17β‐

estradiolo (OVX + E2) oppure con solo veicolo (OVX). 

In  contrasto  con  quanto  precedentemente  osservato  nei  ratti  femmina  intatti, 

l’esposizione  acuta  sia  al  ligando  fisiologico  che  all’agonista  ERα‐selettivo  PPT  non  ha 

indotto un rilassamento significativo dei preparati di aorta provenienti dagli animali OVX; 

per entrambi i composti la risposta è risultata non significativamente diversa da quella del  

DPN (Fig. 8A). Il trattamento estrogenico sostitutivo per 5 giorni ha ripristinato le risposte 

vasodilatanti a breve termine sia per l’agonista ERα‐selettivo PPT che per il 17β‐estradiolo 

(Fig. 8B). Tuttavia, anche in questo gruppo di animali l’agonista ERβ‐selettivo DPN non ha 

mostrato alcun effetto significativo (Fig. 8B) sul tono vascolare. I parametri farmacologici 

di efficacia (Emax) e di potenza (pD2) per i diversi composti estrogenici sono stati riportati 

in Tabella 2. 

FIGURA 8 Curve concentrazione‐risposta per  il 17β‐estradiolo  (■),  l’agonista ERα‐selettivo PPT 
(●) e l’agonista ERβ‐selettivo DPN (♦) ottenute in anelli di aorta toracica di ratti OVX (A) ed OVX 
trattati con 17β‐estradiolo (B) per 5 giorni. I tessuti sono stati precontratti con NA 0.1 µM. Ogni 
punto delle curve rappresenta la media ± SEM di 6 esperimenti. (A) E2 o PPT vs DPN n.s.; (B) E2 vs 
DPN p<0.01; PPT vs DPN p<0.01 (ANOVA  a due vie). 
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  17β‐estradiolo  PPT  DPN 

GRUPPO  pD2  Emax (%)  pD2  Emax  (%)  pD2  Emax  (%) 

controllo  10.2±0.4  27.3±3.8  10.4±0.3  24.2±2.1  9.3±0.6  9.9±4.0 

OVX  9.2±0.6  7.1±1.1*  9.7±0.5  8.2±0.6*  9.3±0.4  8.7±0.7 

OVX + E2  10.9±0.2  22.8±1.5†  10.2±0.3  25.6±2.6†  9.8±0.4  9.7±2.2 

 
TABELLA 2 Parametri di efficacia (Emax) e di potenza (pD2) delle curve concentrazione‐risposta 
per il 17β‐estradiolo, l’agonista ERα‐selettivo PPT e l’agonista ERβ‐selettivo DPN in preparati di 
aorta  toracica  provenienti  da  ratti  femmine  intatti  (controllo),  ovariectomizzati  (OVX)  e 
ovariectomizzati  trattati  con 17β‐estradiolo  (OVX  +E2) per 5 giorni.  I dati  sono  espressi  come 
media ± SEM di 5‐6 esperimenti. *P<0.01 vs controllo; †P<0.01 vs OVX (ANOVA a una via seguita 
da test di Bonferroni post hoc). 
 

iv. Effetto dell’endotelio sulle risposte vascolari a breve termine degli estrogeni in 

preparati di aorta toracica di ratti femmine 

Al  fine  di  valutare  il  ruolo  dell’endotelio  nelle  risposte  vascolari  a  breve  termine 

indotte  dal  17β‐estradiolo  e  dall’agonista  ERα‐selettivo  PPT,  esperimenti  specifici  sono 

stati  condotti  dopo  incubazione  con  l’inibitore  non  specifico  della  NO  sintasi  L‐NAME 

oppure in preparati privi di endotelio.  

Come   discusso  in precedenza,  il trattamento con entrambi  i composti estrogenici ha 

indotto un rilassamento concentrazione‐dipendente dell’aorta toracica. Nei tessuti senza 

endotelio,  le  risposte  sono  risultate  significativamente  ridotte  sia  per  l’agonista  ERα‐

selettivo PPT  (pD2 = 10.4 ± 0.3, Emax = 5.0% ± 2.5; Fig. 9A) sia per  il  ligando  fisiologico 

17β‐estradiolo (pD2 = 9.9 ± 0.2, Emax = 8.1% ± 2.0; Fig. 9B). Inoltre, dopo incubazione con 

L‐NAME 3 µM per 20 minuti, né l’agonista ERα‐selettivo PPT (pD2 = 9.1 ± 0.3, Emax = 4.2% 

± 1.4; Fig. 9A) né il 17β‐estradiolo (pD2 = 9.5 ± 0.4, Emax = 4.8% ± 1.6; Fig. 9B) sono stati in 

grado  di  indurre  una  risposta  vasomotoria  significativa. Questi  risultati  dimostrano  un 

ruolo  fondamentale  dell’endotelio  e  del  rilascio  di  NO  ad  opera  della  NO  sintasi 
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endoteliale nelle risposte vascolari a breve termine indotte sia dal 17β‐estradiolo che dal 

PPT. 

FIGURA 9 Curve concentrazione‐risposta per il 17β‐estradiolo (■) e l’agonista ERα‐selettivo PPT 
(●),  in  assenza  di  endotelio  (▼)  o  in  presenza  dell’inibitore  della  NO  sintasi  L‐NAME  (▲), 
ottenute  in anelli di aorta toracica di ratti femmine. I tessuti sono stati precontratti con NA 0.1 
µM. Ogni punto delle curve rappresenta la media ± SEM di 4‐5 esperimenti. E2 o PPT vs (+L‐NAME) 
P<0.01; E2 o PPT vs (no endotelio) P<0.01 (ANOVA a due vie). 
 

v. Effetto degli antagonisti dei recettori degli estrogeni 

Al  fine  di  valutare  il  coinvolgimento  dei  recettori  degli  estrogeni  nelle  risposte 

vasomotorie  rapide  fin qui osservate,  i preparati di aorta di  ratti OVX  trattati  con 17β‐

estradiolo sono stati posti in incubazione con l’antagonista non selettivo ICI 182,780 e con 

l’antagonista ERα‐selettivo MPP a due diverse concentrazioni per 20 minuti.  

Effetto dell’antagonista non selettivo ICI 182,780 sulle risposte vascolari degli estrogeni 

La co‐incubazione dei preparati di aorta con  l’antagonista non  selettivo dei  recettori 

degli estrogeni ICI 182,780 ha ridotto in modo concentrazione‐dipendente il rilassamento 

vascolare a breve termine indotto dall’agonista ERα‐selettivo PPT sia in termini di potenza 

che di efficacia (Fig. 10A). Allo stesso modo, ICI 182,780 è stato in grado di antagonizzare 

in modo  concentrazione‐dipendente  anche  le  risposte  vascolari del 17β‐estradiolo  (Fig. 

10B). I parametri farmacologici di efficacia (Emax) e di potenza (pD2) per 17β‐estradiolo e 

PPT dopo incubazione con ICI 182,780 sono stati riportati in Tabella 3. 
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FIGURA 10 Curve concentrazione‐risposta per l’agonista ERα‐selettivo PPT (●) e il 17β‐estradiolo 
(■), ottenute in anelli di aorta toracica di ratti OVX trattati con 17β‐estradiolo per 5 giorni, dopo 
incubazione con ICI 182,780 0.1 µM (▼) e 1 µM (▲). I tessuti sono stati precontratti con NA 0.1 
µM. Ogni punto delle curve rappresenta la media ± SEM di 5‐6 esperimenti. (A) PPT vs (PPT + ICI 
182,780 1 µM) P<0.01; (B) E2 vs (E2 + ICI 182,780 1 µM) P<0.01 (ANOVA a due vie). 

Effetto dell’antagonista ERα‐selettivo MPP sulle risposte vascolari degli estrogeni 

In un’altra serie di esperimenti, i preparati di aorta toracica sono stati co‐incubati con 

MPP,  antagonista  selettivo  per  l’isoforma  recettoriale  ERα.  Tale  trattamento  è  stato 

efficace  nel  ridurre  in  modo  concentrazione‐dipendente  la  vasodilatazione  a  breve 

termine  indotta  dall’agonista  ERα‐selettivo  PPT  (Fig.  11A).  Analogamente,  MPP  ha 

antagonizzato  la  risposta  vasodilatante  rapida  indotta  dal  17β‐estradiolo  (Fig.  11B).  I 

parametri  farmacologici di efficacia  (Emax) e di potenza  (pD2) per 17β‐estradiolo e PPT 

dopo incubazione con l’antagonista ERα‐selettivo MPP sono stati riportati in Tabella 3.  

Ulteriori  esperimenti  sono  stati  condotti  utilizzando  arterie mesenteriche  superiori 

isolate da ratti OVX trattati con 17β‐estradiolo  in vivo. Anche  in questi vasi si osserva un 

rilassamento  a  breve  termine  indotto  in  modo  concentrazione‐dipendente  sia 

dall’agonista  ERα‐selettivo  PPT  (Fig.  12A)  che  dal  ligando  naturale  17β‐estradiolo  (Fig. 

12B).  L’antagonista  ERα‐selettivo MPP  ha  ridotto  l’effetto  vasodilatante  di  entrambi  i 

composti  estrogenici  (Fig.  12A‐B).  I  parametri  farmacologici  di  efficacia  (Emax)  e  di 

potenza (pD2) per 17β‐estradiolo e PPT dopo incubazione con l’antagonista ERα‐selettivo 

MPP sono stati riportati in Tabella 4. 
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FIGURA 11 Curve concentrazione‐risposta per l’agonista ERα‐selettivo PPT (●) e il 17β‐estradiolo 
(■), ottenute in anelli di aorta toracica di ratti OVX trattati con 17β‐estradiolo per 5 giorni, dopo 
incubazione con MPP 1 µM  (▼) e 10 µM  (▲).  I  tessuti sono stati precontratti con NA 0.1 µM. 
Ogni punto delle curve rappresenta la media ± SEM di 5‐6 esperimenti. (A) PPT vs (PPT + MPP 10 
µM) p<0.01; (B) E2 vs (E2 + MPP 10 µM) p<0.01 (ANOVA a due vie). 

 

 

  17β‐estradiolo  PPT 

  pD2  Emax  (%)  pD2  Emax  (%) 

+ solvente  10.9±0.2  22.8±1.5  10.2±0.3  25.6±2.6 

+ ICI 182,780 1 µM   11.0±0.3  17.0±1.2  10.4±0.3  14.7±1.3* 

+ ICI 182,780 0.1 µM   9.6±0.2*  13.8±1.8*  8.8±0.7*  13.8±2.9* 

+ MPP 1 µM  10.9±0.2  14.2±1.7*  9.0±0.2*  13.8±3.3* 

+ MPP 10 µM  9.2±0.8*  5.0±3.6*  8.6±0.5*  6.2±1.4* 

 
TABELLA 3 Parametri di efficacia (Emax) e potenza (pD2) delle curve concentrazione‐risposta per 
il 17β‐estradiolo e  l’agonista ERα‐selettivo PPT  in preparati di aorta toracica dopo  incubazione 
con gli antagonisti dei  recettori degli estrogeni. Sono stati utilizzati  tessuti provenienti da  ratti 
ovariectomizzati trattati con 17β‐estradiolo per 5 giorni. I dati sono espressi come media ± SEM di 
5‐6 esperimenti. *P<0.01 vs solvente (ANOVA a una via seguita da test di Bonferroni post hoc). 
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FIGURA 12 Curve concentrazione‐risposta per l’agonista ERα‐selettivo PPT (●) e il 17β‐estradiolo 
(■), ottenute  in anelli di arteria mesenterica superiore di ratti OVX trattati con 17β‐estradiolo 
per 5 giorni, dopo incubazione con MPP 1 µM (▼) e 10 µM (▲). I tessuti sono stati precontratti 
con NA 0.1 µM. Ogni punto delle curve rappresenta la media ± SEM di 3‐4 esperimenti. (A) PPT vs 
(PPT + MPP 10 µM) P<0.01; (B) E2 vs (E2 + MPP 10 µM) P<0.01 (ANOVA a due vie). 

 

 

  17β‐estradiolo  PPT 

  pD2  Emax (%)  pD2  Emax (%) 

+ solvente  10.9±0.1  20.6±0.6  10.5±0.1  22.4±1.0 

+ MPP 1 µM  10.5±0.2  15.1±3.3  9.8±0.1  14.8±3.2* 

+ MPP 10 µM  9.7±0.4  15.1±0.9*  10.1±0.1  11.9±0.4* 

 
TABELLA 4 Parametri di efficacia (Emax) e potenza (pD2) delle curve concentrazione‐risposta per 
il  17β‐estradiolo  e  l’agonista  ERα‐selettivo  PPT  in  preparati  di  arteria mesenterica  superiore 
dopo  incubazione  con  gli  antagonisti  dei  recettori  degli  estrogeni.  Sono  stati  utilizzati  tessuti 
provenienti da ratti ovariectomizzati trattati con 17β‐estradiolo per 5 giorni.  I dati sono espressi 
come media ± SEM di 3‐4 esperimenti. *P<0.01 vs solvente (ANOVA a una via seguita da test di 
Bonferroni post hoc). 
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vi. Espressione di ERα e ERβ in cellule endoteliali di aorta di ratto 

Le  cellule  endoteliali  di  aorta  di  ratto  (RAEC)  sono  state  ottenute mediante  blanda 

tripsinizzazione.  

Prima  degli  esperimenti,  le  RAEC  sono  state  caratterizzate  in  base  alla  loro  tipica 

morfologia cobblestone, come si può osservare  in figura 13A;  inoltre,  in queste cellule è 

stata verificata l’espressione della NO sintasi endoteliale (eNOS), marcatore caratteristico 

dell’endotelio  tramite Western blot  (Fig. 13B).  Le  cellule endoteliali di  vena ombelicale 

umana (HUVEC) hanno rappresentato  il controllo positivo, mentre cellule muscolari  lisce 

di aorta di ratto (RSMC) costituivano il  controllo negativo.  

Nelle RAEC è  stata  rilevata  l’espressione di entrambe  le  isoforme del  recettore degli 

estrogeni, utilizzando le proteine (ERα e ERβ) ricombinanti umane come standard di peso 

molecolare e di specificità (Fig. 13C‐D). 

FIGURA  13  Espressione  di  ERα  e  ERβ  in  cellule  endoteliali  di  aorta  di  ratto.  Le  RAEC  (A) 
esprimono la eNOS (B), come il controllo positivo rappresentato dalle HUVEC; le RSMC sono state 
utilizzate come controllo negativo. Le RAEC esprimono anche entrambi i recettori degli estrogeni 
(ERα e ERβ) (C‐D). Il quantitativo di proteine caricate sul gel è riportato in ciascuna lane. 
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vii. Effetto della durata della deprivazione estrogenica e del trattamento con 17β‐

estradiolo sul peso corporeo e sul peso degli uteri 

Per  determinare  l’influenza  della  durata  della  deprivazione  estrogenica  sulle 

funzionalità dell’aorta toracica di ratto in risposta ad agenti vasodilatanti, è stata condotta 

un’altra serie di esperimenti su preparati vascolari provenienti da ratti sacrificati a diversi 

tempi dall’ovariectomia. In particolare, sono stati utilizzati animali ovariectomizzati da 4 e 

8 mesi,  in  aggiunta  a  quelli  operati  da  1 mese  impiegati  negli  esperimenti  descritti  in 

precedenza.  

All’aumentare  della  durata  della  deprivazione  estrogenica  è  stato  riscontrato  un 

aumento significativo del peso corporeo degli animali ovariectomizzati; il trattamento con 

17β‐estradiolo per 5 giorni non è stato in grado di modificare questo parametro a nessun 

tempo dall’ovariectomia (Tab. 5). 

Come  atteso,  gli  animali  ovariectomizzati  e  trattati  con  veicolo  presentavano  uteri 

atrofici;  in  questo  caso,  il  trattamento  estrogenico  sostitutivo  è  stato  in  grado  di 

aumentare,  riportandolo alla normalità,  il peso degli uteri  in  tutti  i gruppi  sperimentali, 

indipendentemente dalla durata della deprivazione estrogenica (Tab. 5). 

 

 

mesi 

 

n 

PESO ANIMALI (g)  PESO UTERI (mg) 

OVX  OVX+E2  OVX  OVX+E2 

1  14  316±8  297±5  119±8  335±27* 

4  8  379±12†  354±12†  94±6  332±21* 

8  12  432±14†  411±10†  105±7  306±12* 

 
TABELLA  5  Effetto della durata della deprivazione  estrogenica  e del  trattamento  estrogenico 
sostitutivo per 5 giorni sul peso corporeo e sul peso degli uteri. I dati sono espressi come media ± 
SEM di n esperimenti. *P<0.01 vs OVX; †P<0.01 vs 1 mese (ANOVA ad una via seguita da test di 
Bonferroni post hoc). 
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viii. Effetto  della  durata  dell’ovariectomia  sulle  risposte  vascolari  indotte 

dall’acetilcolina 

L’acetilcolina  induce vasodilatazione endotelio‐dipendente,  stimolando  la produzione 

di  NO  da  parte  dell’enzima  NO  sintasi  endoteliale.  Il  rilassamento  in  risposta  a 

stimolazione  con  acetilcolina  è  stato  quindi  utilizzato  per  testare  la  funzionalità 

dell’endotelio vascolare nei preparati di aorta utilizzati per gli esperimenti successivi.  

Dopo  4  mesi  dall’ovariectomia,  l’acetilcolina  ha  indotto  vasodilatazione  completa 

dell’aorta toracica sia degli animali trattati con veicolo che di quelli sottoposti a rimpiazzo 

estrogenico per 5 giorni (Fig. 14B), analogamente a quanto osservato in precedenza negli 

animali  ovariectomizzati  da  1  mese  (Fig.  14A).  Diversamente,  dopo  8  mesi 

dall’ovariectomia  è  stata  riscontrata  una  riduzione  significativa  della  vasodilatazione 

indotta dall’acetilcolina nei tessuti degli animali trattati con placebo e tale risposta non è 

stata ripristinata  in seguito al  trattamento estrogenico sostitutivo  (Fig. 14C). Questi dati 

indicano che in questo modello sperimentale la funzionalità dell’endotelio nel ratto risulta 

alterata dopo un periodo prolungato di deprivazione estrogenica. 

I parametri farmacologici di efficacia (Emax) e di potenza (pD2) per  l’acetilcolina sono 

stati riportati in Tabella 6. 

 

mesi 

Acetilcolina 

OVX  OVX + E2 

pD2  Emax  (%)  pD2  Emax  (%) 

1  7.6±0.1  94.5±5.5  7.4±0.2  98.8±0.7 

4  7.4±0.1  100±0.0  7.3±0.1  99.3±0.7 

8  7.3±0.1  73.4±0.1†  7.1±0.2  81.4±0.4† 

 
TABELLA 6 Parametri di efficacia (Emax) e potenza (pD2) delle curve concentrazione‐risposta per 
l’acetilcolina in preparati di aorta toracica provenienti da ratti ovariectomizzati da 1, 4 e 8 mesi 
trattati  con  veicolo  (OVX)  o  17β‐estradiolo  (OVX  +E2)  per  5  giorni.  I  dati  sono  espressi  come 
media  ±  SEM  di  5‐6  esperimenti.  †P<0.01  vs  (1 mese)  (ANOVA  a  una  via  seguita  da  test  di 
Bonferroni post hoc). 
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ix. Effetto della durata della deprivazione  estrogenica  sulle  risposte  vascolari  a 

breve termine indotte dagli estrogeni in preparati di aorta toracica di ratto 

Al  fine  di  determinare  l’influenza  della  durata  della  deprivazione  estrogenica  sulle 

risposte vascolari a breve termine  indotte da agenti estrogenici nell’aorta toracica, sono 

stati  condotti  degli  esperimenti  specifici  su  preparati  vascolari  provenienti  da  ratti 

sacrificati a diversi tempi dall’ovariectomia.  

Effetti vascolari del 17β‐estradiolo a diversi tempi di deprivazione estrogenica 

Il trattamento con 17β‐estradiolo non ha  indotto vasodilatazione rapida dei preparati 

vascolari provenienti da animali OVX trattati con veicolo a ciascun tempo di deprivazione 

estrogenica  (Fig.  15).  Negli  animali  sottoposti  a  rimpiazzo  estrogenico  dopo  4  mesi 

dall’ovariectomia,  il 17β‐estradiolo ha  indotto vasodilatazione a breve termine dell’aorta 

toracica  (Fig.  15B);  pertanto,  tale  effetto  è  risultato  simile  a  quello  precedentemente 

osservato  nei  vasi  ottenuti  da  ratti  trattati  con  estrogeno  in  vivo  dopo  1  mese 

dall’operazione  (Fig. 15A). Al  contrario, non è  stata osservata alcuna  risposta vascolare 

significativa in seguito al trattamento  con 17β‐estradiolo nei tessuti degli animali dopo 8 

mesi di deprivazione estrogenica (Fig. 15C); in questo gruppo la differenza tra le risposte 

vascolari degli animali trattati con veicolo e con estrogeno non era significativa. 

I  parametri  farmacologici  di  efficacia  (Emax)  e  di  potenza  (pD2)  per  i  composti 

estrogenici sono stati riportati in Tabella 7 . 

Effetti  vascolari  dell’agonista  ERα‐selettivo  PPT  a  diversi  tempi  di  deprivazione 

estrogenica 

Poiché la vasodilatazione a breve termine indotta dal 17β‐estradiolo nell’aorta toracica 

di ratto è mediata esclusivamente dall’isoforma recettoriale ERα, sono stati testati anche 

gli  effetti  vascolari  dell’agonista  ERα‐selettivo  PPT  a  diversi  tempi  di  deprivazione 

estrogenica.  Analogamente  al  17β‐estradiolo,  il  PPT  non  ha  indotto  effetti  vasomotori 

significativi  nei  tessuti  provenienti  da  animali OVX  trattati  con  veicolo  in  tutti  i  gruppi 

sperimentali  (Fig.  16).  Come  il  17β‐estradiolo,  l’agonista  ERα‐selettivo  ha  indotto 

vasodilatazione  nei  preparati  vascolari  degli  animali  sottoposti  a  rimpiazzo  estrogenico 
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anche  dopo  4  mesi  dall’ovariectomia  (Fig.  16B).  Tuttavia,  nemmeno  l’agonista  ERα‐

selettivo PPT ha causato  rilassamento dei  segmenti di aorta ottenuti da animali  trattati 

con estrogeno in vivo dopo 8 mesi di deprivazione estrogenica (Fig. 16C). 

I  parametri  farmacologici  di  efficacia  (Emax)  e  di  potenza  (pD2)  per  i  composti 

estrogenici sono stati riportati in Tabella 7. 

Effetti  vascolari  dell’agonista  ERβ‐selettivo  DPN  a  diversi  tempi  di  deprivazione 

estrogenica 

Infine,  per  escludere  il  coinvolgimento  di  ERβ,  sono  state  ottenute  curve 

concentrazione‐risposta per l’agonista ERβ‐selettivo DPN.  

Tale composto non è stato in grado di indurre effetti vasomotori significativi nei diversi 

gruppi sperimentali, indipendentemente dalla durata della deprivazione estrogenica o dal 

trattamento farmacologico ricevuto in vivo (Fig. 17). 

I  parametri  farmacologici  di  efficacia  (Emax)  e  di  potenza  (pD2)  per  i  composti 

estrogenici sono stati riportati in Tabella 7. 
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x. Effetto  della  durata  della  deprivazione  estrogenica  sulle  risposte  vascolari 

all’acetilcolina e agli estrogeni nell’arteria mesenterica superiore 

Sono  state  valutate  le  risposte a breve  termine al 17β‐estradiolo e all’agonista ERα‐

selettivo PPT anche nell’arteria mesenterica superiore isolata da ratti OVX trattati in vivo 

con veicolo o  con 17β‐estradiolo dopo 1, 4 e 8 mesi dall’ovariectomia. Questo  sistema 

vascolare è stato scelto per verificare se  la risposta agli estrogeni  fosse simile  in vasi di 

capacitanza, come l’aorta toracica, ed  in vasi di resistenza, come l’arteria mesenterica. La  

funzionalità dell’endotelio vascolare è stata valutata in base alla risposta all’acetilcolina. 

 

Come  già  osservato,  dopo  1  mese  dall’ovariectomia,  l’acetilcolina  ha  indotto 

vasodilatazione completa dell’arteria mesenterica superiore sia degli animali trattati con 

veicolo che di quelli trattati con estrogeno in vivo per 5 giorni (Fig. 18A). Un rilassamento 

completo  è  stato  osservato  anche  dopo  4 mesi  dall’operazione  nei  preparati  dei  ratti 

trattati con veicolo o con  il rimpiazzo estrogenico (Fig. 18B). Diversamente, dopo 8 mesi 

dall’ovariectomia  è  stata  riscontrata  una  riduzione  significativa  della  vasodilatazione 

indotta dall’acetilcolina nei tessuti degli animali trattati con veicolo; tale risposta è stata 

ripristinata  solo  in  parte  in  seguito  al  trattamento  estrogenico  sostitutivo  (Fig.  18C).  I 

parametri farmacologici di efficacia (Emax) e di potenza (pD2) per l’acetilcolina sono stati 

riportati in Tabella 8. 

 

mesi 

Acetilcolina 

OVX  OVX + E2 

pD2  Emax (%)  pD2  Emax (%) 

1  7.5±0.1  100±0.1  7.3±0.1  97.8±1.8 

4  7.3±0.1  98.1±1.4  7.3±0.1  95.9±2.3 

8  7.2±0.2  65.9±9.9†  7.0±0.2  73.1±8.0† 

 
TABELLA 8 Parametri di efficacia (Emax) e potenza (pD2) delle curve concentrazione‐risposta per 
l’acetilcolina in preparati di arteria mesenterica superiore isolata da ratti ovariectomizzati da 1, 
4 e 8 mesi trattati con veicolo (OVX) o 17β‐estradiolo (OVX +E2) per 5 giorni. I dati sono espressi 
come media  ±  SEM  di  3‐5  esperimenti.  †p<0.01  vs OVX  (ANOVA  a  una  via  seguita  da  test  di 
Bonferroni post hoc). 
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Sono  state  quindi  valutate  le  risposte  a  breve  termine  ai  composti  estrogenici  17β‐

estradiolo e PPT.  

Analogamente  a  quanto  osservato  nell’aorta,  l’esposizione  a  breve  termine  al  17β‐

estradiolo o all’agonista ERα‐selettivo PPT non ha indotto un rilassamento significativo dei 

preparati vascolari provenienti da animali OVX e trattati con veicolo dopo 1, 4 oppure 8 

mesi  di  deprivazione  estrogenica  (Fig.  19A).  Negli  animali  sottoposti  a  trattamento 

estrogenico sostitutivo dopo 1 e 4 mesi dall’ovariectomia, entrambi i composti estrogenici 

hanno  indotto vasodilatazione a breve termine dei preparati di arteria mesenterica (Fig. 

19B).  Al  contrario,  non  è  stata  osservata  alcuna  modificazione  significativa  del  tono 

vascolare in seguito ad esposizione acuta al 17β‐estradiolo o al PPT nei tessuti di animali 

che avevano  ricevuto  il  rimpiazzo estrogenico dopo 8 mesi di deprivazione estrogenica 

(Fig.  19C).  I  parametri  farmacologici  di  efficacia  (Emax)  e  di  potenza  (pD2)  per  il  17β‐

estradiolo e per l’agonista ERα‐selettivo PPT sono riportati in tabella 9. 

 
 
 

mesi 

17β‐estradiolo  PPT 

OVX  OVX+E2  OVX  OVX+E2 

pD2  Emax(%)  pD2  Emax (%)  pD2  Emax (%)  pD2  Emax (%) 

1  n.a.  2.6±1.1  10.2±0.3  20.0±1.9  10.6±1.1  9.6±1.5  10.1±0.2  23.8±2.6 

4  n.a.  6.5±2.9  10.2±0.4  17.5±2.1  n.a.  6.4±2.3  10.6±0.2  20.4±1.5 

8  n.a.  1.7±3.2  n.a.  3.1±1.1*  n.a.  3.0±1.1  n.a.  1.9±1.4* 

 
TABELLA 9 Parametri di efficacia (Emax) e potenza (pD2) delle curve concentrazione‐risposta per 
il  17β‐estradiolo  e  per  l’agonista  ERα‐selettivo  PPT.  Sono  stati  utilizzati  preparati  di  arteria 
mesenterica  provenienti  da  ratti  ovariectomizzati  (OVX)  e  ovariectomizzati  trattati  con  17β‐
estradiolo  (OVX  +E2)  per  5  giorni  dopo  1,  4  e  8 mesi  di  deprivazione  estrogenica.  I  dati  sono 
espressi come media ± SEM di 3‐5 esperimenti. *p<0.01 vs 1 mese. 
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xi. Istologia e valutazione dell’integrità dell’endotelio 

La vasodilatazione rapida indotta dagli estrogeni nei preparati di aorta di ratto dipende 

dalla  presenza  dell’endotelio  ed  è  mediata  dall’incremento  della  produzione  di  NO 

mediata  dalla  NO  sintasi  endoteliale  (eNOS);  inoltre,  le  risposte  al  17β‐estradiolo  e 

all’agonista  ERα‐selettivo  PPT  sono  state  abrogate  dopo  un  prolungato  periodo  di 

deprivazione estrogenica.  

Per verificare se  la riduzione di tali risposte fosse dovuta a  lesioni endoteliali, è stata 

valutata l’integrità di questo organo in animali ovariectomizzati da tempi diversi (1, 4 e 8 

mesi), utilizzando sezioni di aorta toracica sottoposte a colorazione con ematossilina ed 

eosina. In Figura 20, si può osservare in tutti i tessuti, indipendentemente dal periodo di 

deprivazione estrogenica e dal trattamento ricevuto  in vivo,  la presenza di un endotelio 

integro e continuo, senza danni visibili o alterazioni morfologiche.  In particolare, non si 

osservano danni a livello dell’endotelio nei tessuti degli animali trattati con veicolo né in 

quelli trattati con estrogeni. È perciò verosimile che  le variazioni nelle risposte vascolari 

agli  estrogeni  osservate  negli  animali  ovariectomizzati  da  8 mesi  non  siano  dovute  ad 

alterazioni della morfologia dei vasi, ma a un danno funzionale dell’endotelio. 
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xii. Espressione di eNOS, peNOS ed ERα nell’endotelio di aorta di ratto 

Western blotting 

Poichè la vasodilatazione a breve termine indotta dagli estrogeni nei preparati di aorta 

toracica  dipende,  oltre  che  dalla  presenza  dell’endotelio,  dall’incremento  della 

produzione  di NO mediata  dalla NO  sintasi  endoteliale  (eNOS),  è  stato  verificato  se  la 

riduzione  della  funzionalità  endoteliale  e  delle  risposte  vascolari  degli  estrogeni  fosse 

dovuta ad alterazioni dell’espressione della eNOS e della sua forma fosforilata peNOS. 

L’espressione  di  tali  enzimi  è  stata  valutata  mediante  Western  blotting  nei  lisati 

endoteliali di aorta ottenuti da animali trattati con veicolo oppure con 17β‐estradiolo ai 

diversi tempi di deprivazione estrogenica (Fig. 21). Cellule endoteliali ottenute dalla vena 

ombelicale  (HUVEC) hanno  rappresentato  il controllo positivo, mentre cellule muscolari 

lisce  ottenute  dall’aorta  di  ratto  (RSMC)  sono  state  utilizzate  come  controllo  negativo. 

Come si può osservare  in  figura 21A,  il  trattamento estrogenico sostitutivo hamodulato 

positivamente  l’espressione  della  proteina  eNOS  nell’endotelio  solo  dopo  1  e  4 mesi 

dall’ovariectomia  rispetto  al  trattamento  con  veicolo.  Al  contrario,  dopo  8  mesi  di 

deprivazione estrogenica,  il rimpiazzo con 17β‐estradiolo non ha  indotto un  incremento 

significativo  dell’espressione  di  eNOS.  Per  quanto  riguarda  la  forma  attiva  peNOS, 

l’espressione di questa proteina è aumentata in seguito al trattamento estrogenico in vivo 

dopo  1  e  4  mesi  dall’ovariectomia,  mentre  non  è  stata  modificata  dopo  8  mesi  di 

deprivazione estrogenica (Fig. 21B). Le figure riportano l’analisi densitomentrica dei livelli 

delle proteine eNOS e peNOS tramite Western blotting rapportate all’espressione della β‐

actina. 
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FIGURA 21  Espressione di eNOS (A) e di peNOS (B) in lisati endoteliali di aorta di ratto ottenuti a 
diversi  tempi dall’ovariectomia. Nei  rispettivi grafici  i dati sono stati espressi come  incremento 
relativo  dell’espressione  delle  proteine  in  seguito  a  trattamento  estrogenico  sostitutivo  per  5 
giorni (OVX+E2) rispetto al veicolo (OVX). Sono stati caricati 15 µg di proteina in ciascuna lane. 
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Real time PCR 

L’assenza di risposte vascolari agli estrogeni dopo 8 mesi di deprivazione estrogenica 

potrebbe anche essere dovuta ad una riduzione dei livelli di espressione di ERα, recettore 

che  in precedenza è  stato  identificato quale  responsabile della  vasodilatazione a breve 

termine indotta dagli estrogeni.  

Come  si  può  osservare  in  figura  22,  i  livelli  di  mRNA  del  recettore  ERα,  misurati 

mediante  real  time  PCR  quantitativa,  sono  aumentati  nell’endotelio  degli  animali 

sottoposti  a  trattamento  estrogenico  in  vivo  sia  dopo  1  che  dopo  8  mesi 

dall’ovariectomia. Tuttavia,  l’espressione di ERα è risultata significativamente ridotta nei 

lisati  endoteliali  degli  animali  sottoposti  a  deprivazione  estrogenica  per  8  mesi, 

indipendentemente dal trattamento ricevuto, rispetto agli animali ovariectomizzati da 1 

mese (Fig. 22). È perciò  improbabile che un pool così ridotto di recettore sia  in grado di 

mediare  gli  effetti  vascolari  degli  estrogeni  dopo  un  lungo  periodo  di  deprivazione 

estrogenica.  È  invece  possibile  che  questi  dati  riflettano  un’interruzione  del  segnale 

ERα/eNOS in aorte prive di lesioni morfologiche evidenti. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
FIGURA 22 Analisi quantitativa dell’espressione genica di ERα mediante real time PCR. L’RNA è 
stato  isolato da  lisati endoteliali ottenuti da  ratti ovariectomizzati da 1 e 8 mesi e  trattati  con 
veicolo (OVX) oppure con 17β‐estradiolo (OVX+E2) per 5 giorni. I dati sono espressi come media ± 
SEM rispetto all’espressione del gene housekeeping 18S di 3 diversi esperimenti. *p<0.05 vs OVX; 
†p<0.01 vs (1 mese OVX + E2). 
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Immunoistochimica 

Infine,  l’espressione  di  eNOS,  peNOS  e  ERα  è  stata  valutata  anche  tramite  analisi 

immunoistochimica  in sezioni di aorta provenienti da  ratti OVX  trattati con estrogeni  in 

vivo dopo 1 e 8 mesi di deprivazione estrogenica.  

In  figura 23,  si può osservare  la presenza di eNOS nella parte  luminale del  vaso  sia 

dopo 1 che dopo 8 mesi di ovariectomia;  tuttavia, è difficile  rilevare differenze nei due 

gruppi per quanto riguarda  l’espressione di una proteina così abbondante nell’endotelio 

vascolare.  È  stata  valutata  anche  l’espressione  della  forma  attiva  fosforilata  di  eNOS 

(peNOS), che è risultata inferiore negli animali sottoposti a trattamento ormonale dopo 8 

mesi di deprivazione estrogenica (fig. 23). Anche la marcatura di ERα, recettore implicato 

nelle  risposte vascolari a breve  termine  indotte  sia dal 17β‐estradiolo  che dall’agonista 

ERα‐selettivo PPT, è risultata meno evidente nelle sezioni di animali ovariectomizzati da 8 

mesi (fig. 23), a conferma dei risultati ottenuti mediante real time PCR.  

Il legame non specifico è stato valutato sostituendo l’anticorpo primario con antibody 

diluting solution (ads) nei vetrini di controllo negativo. 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
FIGURA 23  Immunoistochimica per ERα, eNOS e peNOS  in  sezioni di aorta  toracica  isolata da 
ratti a diversi tempi di deprivazione estrogenica (1 e 8 mesi), trattati con 17β‐estradiolo per 5 
giorni. Barra = 50 µm. 
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VI. DISCUSSIONE 

Nella  prima  parte  di  questo  studio  sono  stati  approfonditi  gli  effetti  a  breve  termine 

indotti  dall’agonista  ERα‐selettivo  PPT  e  dall’agonista  ERβ‐selettivo  DPN  sulle  risposte 

funzionali di anelli di aorta toracica provenienti da ratti femmine intatti ed ovariectomizzati.  

L’agonista  ERα‐selettivo  PPT  ha  indotto  un  rilassamento  a  breve  termine  dell’aorta  e 

dell’arteria mesenterica di ratti femmine paragonabile al 17β‐estradiolo, ligando naturale dei 

recettori  degli  estrogeni.  Al  contrario,  l’agonista  ERβ‐selettivo DPN  non  ha  influenzato  in 

modo  significativo  il  tono  vascolare.  Questo  risultato  indica  che  la  vasodilatazione  non 

genomica, già riportata in letteratura per l’estradiolo (Collins el al., 1994; Shaw et al., 2001; 

Bucci et al., 2002), è mediata solo dal legame con ERα, escludendo quindi il coinvolgimento 

di ERβ. Quanto osservato è  in  accordo  con  gli  studi di Nilsson e  collaboratori  (2000),  che 

hanno riportato rilassamenti di maggiore entità nell’aorta di topi knock‐out per  il recettore 

ERβ. Il fenomeno è rilevante sia in vasi di capacitanza, come l’aorta, che in vasi di resistenza, 

come l’arteria mesenterica superiore.  

È  inoltre  interessante notare che  l’effetto, di  lieve entità ma comunque significativo, sul 

tono vascolare è stato qui evidenziato a concentrazioni simili a quelle fisiologiche per quanto 

riguarda  il  ligando  naturale;  anche  per  il  PPT  le  concentrazioni  a  cui  si  verifica  la 

vasodilatazione sono dello stesso ordine di grandezza di quelle usate per l’estradiolo. Queste 

osservazioni  sono  in accordo con quanto  riportato da Montgomery e collaboratori  (2003), 

che hanno sì evidenziato rilassamenti di notevole entità nell’arteria mesenterica di ratto  in 

seguito  a  somministrazione  acuta  di  entrambi  gli  agonisti  selettivi,  ma  hanno  utilizzato 

animali maschi e concentrazioni di farmaci decisamente superiori a quelle fisiologiche. 

Alcuni autori hanno attribuito questi effetti all’interazione  con  recettori degli estrogeni 

localizzati probabilmente sulla membrana cellulare, come sembrano confermare  la rapidità 

dell’azione, l’inibizione con antagonisti di ER quali ICI182780 e l’utilizzo di composti che non 

attraversano  le  membrane,  come  l’estradiolo  coniugato  con  albumina  (Simoncini  et  al., 

2002; Bucci et al., 2002). Altri gruppi sostengono  invece che gli effetti vascolari osservati a 

breve  termine  non  sono  ER‐dipendenti, ma  concordano  sul  fatto  che  siano  dovuti  ad  un 

effetto di membrana (Shaw et al., 2001).  
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Il coinvolgimento dei recettori degli estrogeni nella vasodilatazione indotta da PPT e 17β‐

estradiolo è  confermato  in questi esperimenti non  solo dall’inibizione delle  risposte dopo 

incubazione con l’antagonista non selettivo ICI 182,780, ma soprattutto dal blocco specifico 

risultante dall’incubazione con l’antagonista ERα‐selettivo MPP. Questo composto, divenuto 

disponibile di recente, ha ridotto  in modo concentrazione‐dipendente gli effetti vascolari a 

breve  termine degli estrogeni sia nell’aorta che nell’arteria mesenterica superiore di ratto. 

Questi  dati  concordano  con  la  recente  idendificazione  di  ER  di  membrana  quali  dimeri 

funzionali attivati dal legame con estrogeni (Razandi et al., 2004). 

L’effetto vasorilassante riportato in questo lavoro è chiaramente endotelio‐dipendente e 

NO‐dipendente,  sia  per  l’agonista  ERα‐selettivo  PPT  sia  per  l’estradiolo,  indicando  piena 

sovrapposizione  dei  meccanismi  alla  base  degli  effetti  osservati  con  i  due  composti. 

L’attivazione  della  NO  sintasi  endoteliale  (eNOS)  in  risposta  ad  un’esposizione  acuta  a 

concentrazioni  fisiologiche di estrogeno è già  stata documentata  in  letteratura,  sia  in  vasi 

isolati (Collins et al., 1994) sia  in sistemi di cellule endoteliali (Caulin‐Gasler et al., 1996). In 

un  secondo  tempo,  l’attivazione  non  genomica  della  eNOS  indotta  da  estrogeni  è  stata 

attribuita all’interazione del  ligando con ERα, cha attraverso una via di segnale porterebbe 

alla  fosforilazione  di  eNOS  (Chen  et  al.,  1999;  Kim  et  al.,  1999);  un  ruolo  di  ERα  nella 

modulazione della produzione di NO è stato descritto anche nell’aorta di topi knock‐out per i 

recettori  degli  estrogeni,  anche  se  in  questo  caso  gli  effetti  sono  attribuibili  ad  un 

meccanismo genomico (Darblade et al., 2002).  

La  vasodilatazione  indotta  da  PPT  ed  estradiolo  è  stata  osservata  anche  in  ratti 

ovariectomizzati  solo  dopo  trattamento  estrogenico  sostitutivo  per  5  giorni;  questo  dato 

indica che i livelli plasmatici di estradiolo influenzano in modo significativo gli effetti a breve 

termine di agonisti estrogenici. Questa osservazione potrebbe risultare interessante, poichè 

è stato ipotizzato che il fallimento della terapia ormonale sostitutiva a livello cardiovascolare 

sia dovuto anche a ritardi nell’inizio del trattamento (Mendelsohn e Karas, 2005). Per questo 

motivo sono attualmente in corso studi clinici che intendono valutare l’efficacia della terapia 

estrogenica sostitutiva in relazione al tempo di inizio della stessa.  

Alcuni studi hanno mostrato  l’importanza dello stato ormonale dell’animale per quanto 

riguarda  le  risposte  vascolari  a  breve  termine degli  estrogeni  (Shaw  et  al.,  2001). Questo 

studio  è  stato  in  grado  di  documentare  l’influenza  dei  livelli  di  estrogeni  circolanti  sulla 

vasodilatazione rapida indotta da PPT ed estradiolo non solo in animali ovariectomizzati, ma 
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anche  in  animali  che  avevano  partorito  da  pochi  giorni,  in  cui  le  risposte  risultavano 

amplificate (dati non mostrati).  

Certamente in questi esperimenti la risposta vascolare osservata è risultata sensibile alla 

deprivazione da estrogeni; infatti sia PPT che estradiolo hanno completamente perso la loro 

attività  sui  vasi  dopo  l’ovariectomia,  ma  gli  effetti  sono  stati  ripristinati  in  seguito  a 

trattamento  estrogenico  sostitutivo  per  5  giorni.  Il  DPN  invece  non  ha mostrato  effetti 

vasoattivi  né  prima  né  dopo  il  trattamento  estrogenico,  confermando  il  dato  ottenuto  in 

preparazioni provenienti da  ratti  femmina  intatti.  L’effetto dell’ovariectomia  sulle  risposte 

vascolari  potrebbe  essere  spiegato  da  una  modulazione  genomica  dell’espressione  del 

recettore  ERα  oppure  della  eNOS  in  relazione  ai  livelli  di  ormone  fisiologico  circolante. 

Infatti,  è  interessante  notare  che  concentrazioni  fisiologiche  di  estradiolo  modulano 

l’espressione  di  entrambe  le  isoforme  dei  recettori  degli  estrogeni  in  cellule  endoteliali 

(Ihionkhan  et  al.,  2002).  D’altra  parte  è  stato  anche  evidenziato  che  lo  stato  ormonale 

influisce sulla produzione di NO sia nell’uomo che negli animali (Chambliss e Shaul, 2002). 

Per  approfondire  i  dati  ottenuti  nei  tessuti  in  vitro,  è  stato  sviluppato  un  sistema  per 

ottenere  colture  di  cellule  endoteliali  isolate  di  aorta  di  ratto,  in  cui  è  stata  evidenziata 

l’espressione di entrambe le isoforme recettoriali e della eNOS tramite Western blot.  

In  conclusione,  solo  l’agonista  ERα‐selettivo  PPT  ha  indotto  vasodilatazione  a  breve 

termine in preparati di aorta e arteria mesenterica di ratti femmine intatti e ovariectomizzati 

dopo  trattamento estrogenico sostitutivo,  in modo sovrapponibile al 17β‐estradiolo. Tanto 

per  l’agonista  ERα‐selettivo  quanto  per  il  ligando  naturale  tale  rilassamento  è  risultato 

endotelio‐dipendente  e  NO‐dipendente.  Utilizzando  l’antagonista  ERα‐selettivo MPP,  si  è 

dimostrato  che  l’effetto  osservato  è mediato  dall’interazione  con  ERα,  piuttosto  che  con 

ERβ,  sebbene  entrambi  le  isoforme  risultino  espresse  nelle  cellule  endoteliali  di  aorta  di 

ratto. La deprivazione da estrogeni negli animali ovariectomizzati ha completamente abolito 

la  capacità  del  PPT  e  dell’estradiolo  di  indurre  rilassamento  nei  preparati  vascolari, 

evidenziando  l’influenza  dei  livelli  ormonali  sull’entità  delle  risposte  a  breve  termine  e 

dunque  l’importanza  del momento  in  cui  si  dà  inizio  ad  una  terapia  farmacologica  con 

composti estrogenici.  

Per  valutare  questa  ipotesi  nel  nostro  modello  sperimentale,  abbiamo  intrapreso 

esperimenti  in  cui  il  protocollo  prevedeva  l’utilizzo  di  animali  ovariectomizzati  per  un 

periodo di  tempo maggiore,  in modo da mimare una deprivazione da estrogeni a medio e 
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lungo  termine. Abbiamo quindi valutato gli effetti vascolari acuti dei  composti estrogenici 

dopo  4  oppure  8  mesi  dall’ovariectomia,  paragonandoli  con  quelli  ottenuti  in  animali 

ovariectomizzati da 1 mese;  inoltre, è  stata valutata  l’influenza del  tempo di ovariectomia 

anche sulle risposte funzionali agli estrogeni nell’arteria mesenterica superiore. Questo letto 

vascolare è stato scelto come esempio di sistema vascolare di resistenza, per completare gli 

esperimenti  precedentemente  condotti  in  vasi  di  capacitanza,  come  l’aorta.  È  infatti 

importante verificare cosa avviene anche  in vasi di resistenza, poiché questi contribuiscono 

in modo determinante all’omeostasi della pressione arteriosa. 

In questo modello sperimentale la funzionalità dell’endotelio nel ratto è risultata alterata 

in seguito ad un periodo prolungato di deprivazione estrogenica. La vasodilatazione indotta 

da  acetilcolina  è  spesso  utilizzata  come  parametro  per  determinare  la  funzionalità 

endoteliale.  Nei  ratti  ovariectomizzati  da  1  e  4  mesi  il  rilassamento  vascolare  indotto 

dall’acetilcolina è stato quasi completo e paragonabile nei ratti trattati con estrogeno e con 

veicolo,  indicando una  funzionalità endoteliale preservata. Al contrario, abbiamo osservato 

una  riduzione  della  vasodilatazione  indotta  dall’acetilcolina  dopo  8 mesi  di  deprivazione 

estrogenica,  suggerendo  una  ridotta  funzionalità  dell’endotelio  indipendentemente  dal 

trattamento  farmacologico  ricevuto.  Anche  in  un  sistema  vascolare  di  resistenza,  come 

l’arteria  mesenterica  superiore,  si  osserva  la  riduzione  della  vasodilatazione  indotta 

dall’acetilcolina  dopo  8  mesi  di  deprivazione  estrogenica.  A  questo  proposito,  è  stato 

riportato  in  letteratura  che  lo  stato ormonale può  influire  sulle  risposte  vascolari. È  stato 

visto  che nelle donne  in postmenopausa  la  somministrazione  intracoronarica di estrogeni 

aumenta la vasodilazione endotelio‐dipendente indotta da acetilcolina (Gilligan et al., 1994). 

Inoltre,  la  componente  NO‐dipendente  della  vasodilatazione  indotta  da  acetilcolina 

nell’arteria mesenterica  di  ratto  può  essere modificata  in  seguito  a  variazioni  dei  livelli 

ormonali durante la gravidanza, il ciclo estrale e l’ovariectomia (Dalle Lucca et al., 2000; Liu 

et  al.,  2001). Diversamente  da  quanto  evidenziato  in  questa  tesi,  Sakuma  e  collaboratori 

(2002) hanno dimostrato  che  l’ovariectomia non  influisce  sulla  vasodilatazione  indotta da 

acetilcolina in animali di età paragonabile a quelli utilizzati per questi esperimenti. È stata già 

osservata  comunque  una  riduzione  della  vasodilatazione  NO‐dipendente  in  seguito  ad 

ovariectomia  a  lungo  termine  (6 mesi),  anche  se  il  trattamento  con  estrogeni  in  questo 

studio  ha  corretto  tale  riduzione  (Moien‐Afshari  et  al.,  2003).  Tali  discrepanze  possono 

essere dovute al fatto che il periodo di deprivazione estrogenica era minore oppure al fatto 
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che  il  rimpiazzo  estrogenico  avveniva  contestualmente  all’ovariectomia.  In  relazione  ai 

diversi protocolli di ovariectomia e rimpiazzo estrogenico, nonché ai distretti vascolari presi 

in  considerazione,  sono  state  riportate  risposte aumentate  (Pelligrino et al., 2000) oppure 

invariate  (Bolego et al., 1997; Case e Davison, 1999; Nawate et al., 2005) all’acetilcolina  in 

seguito al trattamento con estrogeni in vivo.  

Anche  la  vasodilatazione  a  breve  termine  indotta  dagli  estrogeni  è  risultata  ridotta  in 

seguito a 8 mesi di ovariectomia. Infatti, dopo 4 mesi l’agonista ERα‐selettivo PPT ha indotto 

ancora un rilassamento di entità paragonabile a quello del 17β‐estradiolo solo negli animali 

sottoposti a  rimpiazzo estrogenico,  in modo del  tutto analogo a quanto osservato dopo 1 

mese. Tuttavia, quando  la deprivazione estrogenica è stata protratta fino a 8 mesi,  il PPT e 

l’estradiolo  non  hanno  indotto  vasodilatazione  a  breve  termine  dell’aorta  toracica  né  in 

assenza né in presenza di estrogeni circolanti, ovvero il rimpiazzo con estrogeni non è stato 

efficace  nel  ripristinare  le  risposte  vasodilatanti.  Questi  dati  sono  in  accordo  con  le 

alterazioni della  funzionalità endoteliale osservate dopo un  lungo periodo di deprivazione 

estrogenica per quanto  riguarda  la  risposta  all’acetilcolina. Anche nell’arteria mesenterica 

17β‐estradiolo e PPT hanno  indotto vasodilatazione solo negli animali che hanno ricevuto  il 

trattamento con estrogeni  in vivo dopo 1 e 4 mesi, mentre questo effetto è venuto meno 

dopo 8 mesi dall’ovariectomia. Si evidenzia perciò un quadro complessivo di alterazioni della 

funzionalità endoteliale sia nei vasi di capacitanza che nei vasi di resistenza; tali alterazioni 

non sembrano associate a patologie vascolari, ma sembrano dovute alla semplice riduzione 

dei livelli fisiologici di estrogeni circolanti per un periodo di tempo prolungato.  

Questi risultati potrebbero essere spiegati: 1) da una diversa modulazione genomica della 

eNOS o della sua attività; 2) da alterazioni dell’espressione del recettore ERα in relazione ai 

livelli di ormone fisiologico circolante ed alla durata della deprivazione estrogenica. È ormai 

noto  che queste due proteine  sono organizzate  in un network  funzionale  localizzato  sulla 

membrana  delle  cellule  endoteliali.  In  particolare,  l’attività  e  l’espressione  di  eNOS  sono 

modulate in seguito all’attivazione genomica e non genomica di ERα. 

L’ovariectomia a  lungo  termine  (3 mesi) non modula direttamente  l’espressione di ERα 

nell'aorta toracica, sebbene modifichi l’espressione del recettore in altri tessuti (Mohamed e 

Abdel‐Rahman,  2000);  la  riduzione  di  estrogeni  in  circolo  potrebbe  comunque  indurre 

perdita di funzionalità del recettore, ripristinata dalla somministrazione tempestiva del suo 

ligando fisiologico o di un agonista selettivo, quale Cpd 1471 (Widder et al., 2003). È inoltre 
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interessante notare che concentrazioni  fisiologiche di estradiolo modulano  l’espressione di 

entrambe  le  isoforme  dei  recettori  degli  estrogeni  in  cellule  endoteliali  (Ihionkhan  et  al., 

2002). In questi esperimenti, è anche ipotizzabile che un periodo prolungato di deprivazione 

estrogenica possa  infine alterare  i  livelli di espressione di ERα. Questi  risultati potrebbero 

essere attribuiti, almeno in parte, alla diminuita espressione di ERα osservata nell’endotelio 

vascolare degli animali ovariectomizzati da 8 mesi rispetto a quelli operati da 1 mese. Infatti, 

sebbene  il  trattamento  estrogenico  sostitutivo  sia  in  grado  di  modulare  positivamente 

l’espressione di ERα sia dopo 1 che 8 mesi di deprivazione estrogenica,  i  livelli di mRNA di 

ERα a 8 mesi sono significativamente inferiori rispetto a quelli osservati dopo 1 mese. 

È  stato  anche  evidenziato  che  lo  stato  ormonale  influisce  sulla  produzione  basale  e 

stimolata  di NO  (Chambliss  e  Shaul,  2002).  Infatti,  il  trattamento  estrogenico  aumenta  la 

sensibilità  del  microcircolo  coronarico  a  vasodilatatori  NO‐dipendenti  in  cavie 

ovariectomizzate  (Thompson et al., 2000).  Inoltre, variazioni dell’espressione e dell’attività 

della  eNOS  in  relazione  allo  stato  ormonale  sono  state  osservate  sia  a  livello  vascolare 

(McNeill et al., 1999; Gonzales et al., 2001) che a  livello cardiaco  (Jankowski et al., 2005). 

L’attivazione  della  eNOS  in  risposta  all’esposizione  acuta  a  concentrazioni  fisiologiche  di 

estrogeno è già stata documentata in letteratura, sia in vasi isolati (Collins et al., 1994) sia in 

sistemi di cellule endoteliali  (Caulin‐Gasler et al., 1996) ed è stata attribuita all’interazione 

con ERα  (Chen et al., 1999; Kim et al., 1999). È stata perciò valutata  l’espressione di eNOS 

nell’endotelio di aorta di ratto.  

Tramite Western blotting sono stati rilevati  livelli di espressione di eNOS più elevati nei 

lisati  endoteliali  di  aorta  di  ratti  ovariectomizzati  trattati  con  estrogeni  in  vivo  rispetto  a 

quelli  trattati con veicolo dopo 1 e 4 mesi dall’ovariectomia, Questo risultato è  in accordo 

con  l’aumentata espressione di eNOS riportata  in  letteratura  in diversi distretti vascolari  in 

seguito a trattamento cronico con estrogeni (McNeill et al., 1999; Gonzales et al., 2001). Al 

contrario,  il trattamento con estrogeni non è risultato efficace dopo 8 mesi di deprivazione 

estrogenica. La maggiore espressione di eNOS negli animali trattati con estrogeni potrebbe 

apparire  in contrasto  con  la  riduzione delle  risposte a vasodilatatori NO‐dipendenti,  come 

l’acetilcolina o gli estrogeni. Tuttavia, anche in letteratura l’aumento di espressione di eNOS 

non è sempre correlato ad un incremento della vasodilatazione NO‐dipendente (Cernadas et 

al., 1998).  
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Uno dei possibili meccanismi che portano alla  rapida attivazione della eNOS  indotta da 

estrogeni è  l’aumento del grado di  fosforilazione della proteina  stessa. Tale modificazione 

post‐trasduzionale porta all’incremento dell’attività dell’enzima, riducendone la dipendenza 

dalla concentrazione  intracellulare di Ca2+   e dalla calmodulina  (Fulton et al., 2001). È stata 

quindi  verificata  l’espressione della eNOS  fosforilata  (peNOS)  in animali a diversi  tempi di 

deprivazione estrogenica. In questo caso il rimpiazzo estrogenico è stato in grado di regolare 

positivamente  l’espressione della peNOS dopo 1 e dopo 4 mesi dall’ovariectomia, mentre 

non  ha  influito  sulla  fosforilazione  della  eNOS  dopo  8 mesi  di  deprivazione  estrogenica. 

Questi dati biochimici sono in accordo con gli esperimenti di funzionalità e confermano che 

un periodo prolungato di deprivazione estrogenica prima dell’inizio della  terapia ormonale 

sostitutiva modifica, in modo forse irreversibile, alcuni aspetti della funzionalità endoteliale, 

in primo  luogo  l’espressione della proteina responsabile della produzione di NO e quindi  la 

capacità  di  rispondere  ad  agenti  vaso  dilatanti  inizialmente  attivata  da  ERα. 

Complessivamente,  ripristinando  dopo  un  breve  periodo  i  livelli  fisiologici  di  estrogeni 

circolanti, si osserva una modulazione dell’espressione sia di eNOS e peNOS che di ERα; al 

contrario,  quando  il  rimpiazzo  con  estrogeni  avviene  dopo  8  mesi  di  ovariectomia,  il 

complesso  funzionale  costituito  da  eNOS  e  ERα  sembra    compromesso  e  non  sensibile 

all’intervento  farmacologico.  Questi  dati  sono  stati  poi  confermati  in  esperimenti  di 

immunoistochimica utilizzando anelli di aorta toracica di animali ovariectomizzati e trattati 

con 17β‐estradiolo: eNOS e peNOS sono presenti a livello endoteliale sia dopo 1 che dopo 8 

mesi di deprivazione estrogenica, mentre la marcatura di ERα è ridotta dopo 8 mesi. Inoltre, 

questi  risultati  sono  in  accordo  con  i dati degli esperimenti ex  vivo  condotti  sia nell’aorta 

toracica che nell’arteria mesenterica superiore.  

È infine importante ricordare che questi danni funzionali sono stati osservati in vasi sani, 

privi di lesioni a livello endoteliale, come evidenziato dagli esperimenti di istologia. Infatti, in 

letteratura è stati riportato che i livelli di ER diminuiscono in vasi aterosclerotici (Losordo et 

al.,  1994), mentre  questa  è  la  prima  volta  che  la  diminuzione  dei  livelli  di  ERα  è  stata 

osservata  dopo  un  periodo  prolungato  di  deprivazione  estrogenica  in  assenza  di  lesioni 

macroscopiche.  

Questi  dati  forniscono  una  base  sperimentale  alla  cosiddetta  timing  hypothesis,  che 

attribuisce al tempo intercorso tra l’inizio della menopausa e l’inizio della terapia estrogenica 

sostitutiva  un  ruolo  decisivo  per  osservare  effetti  protettivi  a  livello  cardiovascolare.  Ad 
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ulteriore conferma dell’importanza del tempo di inizio della terapia estrogenica, un recente 

lavoro  ha  evidenziato  come  anche  gli  effetti  neuroprotettivi  ed  anti‐infiammatori 

dell’estradiolo siano annullati da una prolungata carenza di estrogeni  (Suzuki et al., 2007). 

Questi risultati mettono  in  luce come  la semplice mancanza di  livelli fisiologici di estrogeni, 

ottenuta  mediante  ovariectomia,  per  un  periodo  prolungato  possa  indurre  un  danno 

funzionale  a  livello  dell’endotelio,  che  diventa  insensibile  al  trattamento  estrogenico 

sostitutivo. D’altra parte, è  interessante notare che  il trofismo dell’utero aumenta  in modo 

significativo  in  tutti  i  gruppi  di  animali  trattati  con  estrogeni  in  vivo,  confermando  quindi 

l’efficacia  della  terapia  ormonale  sostitutiva  nel  modulare  effetti  genomici,  sebbene  in 

tessuti  diversi  da  quello  vascolare,  in modo  indipendente  dalla  durata  della  deprivazione 

estrogenica. Ulteriori,  studi  sono  in  corso per  stabilire  se un  intervento  farmacologico più 

aggressivo,  caratterizzato  da  un  periodo  di  rimpiazzo  più  lungo  o  un  dosaggio  superiore, 

possa ripristinare gli effetti vascolari degli estrogeni dopo 8 mesi dall’ovariectomia in termini 

di espressione proteica e di risposte funzionali. 
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