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PREGNANCY AND OXIDATIVE STRESS

Abstract. Pre-eclampsia is a relatively common complication of pregnancy, interesting about a 3% of the pregnancies.
Its pathogenesis has been not yet completely clarified. However, a maternal endothelial dysfunction, particularly at the
placenta level, seem to be the key factor in the development of this disease that clinically involves many organs such as
kidney, brain and liver, characaterized by hypertension, proteinuria and oedema.

Recent works suggest a pathogenetic role of an altered expression of placental anti-angiogenic factors with consequent
modifications in the redox state resulting in an oxidative stress. The effects to these anti-angiogenic factors results in a
systemic endothelial dysfunction with hypertension, proteinuria, and the other systemic manifestations, such as enceloph-
alopathy. Here, we will describe the most recent insights into the pathophysiology of preeclampsia attempting to provide
a unifying hypothesis to reconcile the abnormalities at the feto-placental level and the clinical features of the maternal
syndrome and provide a rationale for potential future prophylactic and therapeutic interventions for this pregnancy
complication.
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duato ancora nessun gene specifico. In un’analisi di /inkage
sono stati identificati 3 potenziali loci correlati a un’aumenta-
ta suscettibilita alla pre-eclampsia: 2p13, 2p25 e 9p13 (1, 2).
Tuttavia, i risultati non sono ancora definitivi.

E da tenere in considerazione che fattori epigenetici possono
modificare I’espressione di geni normali e amplificare gli ef-
fetti di polimorfismi che senza stimoli non risulterebbero fe-
notipicamente attivi.

Il tramite tra I’ambiente e il genoma ¢ rappresentato dall’im-
munita innata, sistema di difesa filogeneticamente conservato
nelle diverse specie. I recettori 7oll (Toll like receptors, TLR)
rappresentano il punto di congiunzione. Sono stati descritti

La gravidanza come
orchestrazione di differenti
meccanismi

La conduzione di una gravidanza fisio-
logica senza complicanze sia materne
che fetali ¢ il risultato di una precisa or-
chestrazione tra diversi fattori, tra i quali
un ruolo predominate viene svolto dai
fattori genetici, influenzati a loro volta
dai fattori ambientali e dai meccanismi
di tolleranza immunitaria. A questi si ag-
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giungono altri fattori che possono influenzare i meccanismi
patogenetici: tra questi il comportamento sessuale, alcune abi-
tudini e gli stili di vita.

Modificazioni di uno o piu di questi fattori determinano 1’in-
sorgenza di complicanze durante la gravidanza, tra cui la pre-
eclampsia, relativamente comune, che colpisce circa il 3%
delle gestanti.

Il ruolo preciso dei fattori genetici nello sviluppo della pre-
eclampsia non ¢ stato del tutto chiarito e non ¢ stato indivi-

© 2013 Wichtig Editore - ISSN 0394-9362

sino a oggi 14 differenti TLR con specificita per diversi ligan-
di. Alcuni TLR, tra cui il 4 e il 2, sono espressi a livello della
membrana citoplasmatica; altri, come il 3, il 7 e il 9, sono
intracitoplasmatici.

I ligandi dei TLR sono molteplici e, tra questi i lipopolisacca-
ridi batterici, il DNA, I’'RNA, i PAMPS e i DAMPS (prodotti
del catabolismo cellulare o batterico). E interessante osserva-
re che, mentre il DNA e ’RNA umani se normometilati, non
vengono riconosciuti dai TLR specifici, il DNA ¢ ’RNA bat-
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terici vengono riconosciuti anche in condizione di normome-
tilazione e come tali attivano il sistema dei TLR. Tra i target
dei TLR, oltre a fattori trascrizionali, ¢ di estrema importanza
I’enzima DNA-dimetiltransferasi (DMTT) e la istone-deaceti-
lasi. La DMTT ha un ruolo chiave nella trascrizione genica, in
quanto demetila il DNA, condizione necessaria per 1’attacco
della DNA polimerasi e della RNA polimerasi. Ne risulta, per-
tanto, che fattori ambientali possono modificare I’espressione
di geni e rendere fenotipicamente/funzionalmente importanti
polimorfismi che, in condizioni di non stimolo, non avrebbero
nessun significato biologico.

Sistema immune e gravidanza

La fecondazione dell’oocita da parte dello spermatozoo po-
trebbe innescare una serie di reazioni immunologiche che, se
non controllate, porterebbero alla distribuzione dell’embrione.
L’HLA paterno € potenzialmente riconosciuto come “non self”
dal sistema immunitario materno, con la conseguente attiva-
zione di una risposta immunologica e la distruzione dell’em-
brione nelle prime fasi della duplicazione cellulare.

Il mancato innesco di una reazione di alloriconoscimento e di
attivazione T linfocitaria ¢ legato all’instaurarsi di un fenome-
no di “tolleranza immunitaria” con [’attivazione dei linfociti
T regolatori (T reg). L’esposizione ripetuta dell’HLA dello
spermatozoo prima di una gravidanza sembrerebbe giocare un
ruolo chiave nell’induzione della tolleranza immunitaria. Lo
spermatozoo, infatti, contiene alte concentrazioni di TGF J3,
attivatore dei T reg. La tolleranza che si instaura non ¢, tutta-
via, duratura nel tempo. Infatti, lunghi periodi intergravidici
fanno si che il fenomeno di tollerogenesi diventi inefficace
con I’innesco di reazioni immuni materne contro I’embrione e
il feto, non solo responsabili di aborti spontanei ma coinvolti
anche nella patogenesi della pre-eclampsia (3-6).

Pre-eclampsia

La pre-eclampsia ¢ una complicanza relativamente comune
delle gravidanze e interessa circa il 3% delle gestanti. E il ri-
sultato di uno squilibrio tra fattori placentari e materni (7) ed
¢ una delle piu frequenti cause di morbidita e mortalita fetale
e materna. Clinicamente, si manifesta dopo la ventesima set-
timana di gestazione con proteinuria di diversa entita sino a
valori nefrosici, ipertensione arteriosa ed edemi (8). E caratte-
rizzata da un interessamento sistemico delle cellule endoteliali
anche se ha come organi target piu frequenti il rene, il fegato
e I’encefalo.

La placenta svolge un ruolo centrale nello sviluppo della
pre-eclampsia. Questa ¢ infatti considerata come secondaria
a un’alterazione della normale placentazione (7-9), fenome-
no critico nel determinare il futuro decorso della gravidanza
e la crescita del feto in assenza di complicanze. Nelle prime
fasi che seguono I’impianto, la crescita embrionale ha un an-
damento esponenziale con spiccata proliferazione cellulare e
conseguente elevato consumo energetico (elevate richieste di
ossigeno e di ATP). Il numero di cellule prodotte durante la
vita intrauterina supera largamente quello necessario per la
formazione di un organismo definitivo fenotipicamente nor-
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male. Il rimodellamento dell’embrione e del feto durante la
vita intrauterina sino al raggiungimento del fenotipo definitivo
si ha grazie a fenomeni apoptotici. L’apoptosi ¢ regolata da
molti fattori tra cui ’angiotensina II, attraverso uno stimolo
dei recettori ATII e i prodotti dei geni della famiglia PAX.
Come ¢ noto, 1’apoptosi, o morte cellulare programmata, ¢
una morte cellulare che non esita nel rilascio di componenti
intracitoplasmatici, come le proteasi lisosomiali, ¢ che non da,
a differenza della necrosi, esito a flogosi. 11 rimodellamento
apoptotico ¢ finalizzato al raggiungimento di un fenotipo nor-
male funzionalmente attivo del neonato e teleologicamente
determinato dalla difesa della specie. A differenza della necro-
si, che ¢ passiva, ’apoptosi € un meccanismo attivo con sintesi
di proteine ed enzimi e, quindi, ad elevato consumo energeti-
co. E, pertanto, intuitivo che I’apporto di ossigeno e la sintesi
mitocondriale di ATP siano elementi chiave nella conduzione
di una gravidanza normale. La funzione della placenta ¢ quel-
la di fornire all’embrione, dopo il breve periodo di impiego
delle scorte energetiche dello spermatozoo e dell’oocita, ¢ al
feto la quota necessaria di O, e di fattori plastici (aminoacidi,
glicidi, oligoelementi, ecc.). La placentazione ¢ indotta dallo
stato ipossico relativo. L’ipossia stimola il fattore inducibile
dell’ipossia (Hypoxia Inducile Factor, HIF) attraverso la sti-
molazione di un enzima, la prolil-idrossilasi. Questo enzima
distacca due radicali di prolina dall’HIF inattivo nel citopla-
sma e lo attiva rendendo possibile la sua traslocazione nucle-
are. L’HIF attivato passa nel nucleo e si lega a delle sequenze
specifiche, note come Aypoxia responsive genes, e ne induce
la trascrizione. Tra i geni trascritti e tradotti implicati nei mec-
canismi di placentazione un ruolo principe € giocato dai geni
codificanti per il vascular endothelial growth factor (VEGF) e
il transforming growth factor  (TGF-B). Il VEGF costituisce
il piu potente agente neo-angiogenetico noto, il cui effettore
terminale ¢ 1’ossido nitrico (NO).

Meccanismi fisiopatologici della placentazione

In condizioni fisiologiche, i citotrofoblasti di origine fetale in-
vadono le arterie spirali materne trasformandole in vasi capaci
di fornire un’idonea perfusione, tale da garantire un’adeguata
crescita fetale. Durante questo processo, i citotrofoblasti as-
sumono un fenotipo endoteliale (pseudo-vasculogenesi) (10-
12). In questa fase prevalgono processi che favoriscono 1’an-
giogenesi e, in particolare, gli attori principali sono il fattore
VEGF, il Placental Growth Factor (PIGF) e il TGF-B1 (11,
12). Durante una normale gravidanza, I’omeostasi vascolare ¢
mantenuta dall’espressione di fattori pro-angiogenetici e anti-
angiogenetici. L’alterazione di questo delicato equilibrio porta
all’innesco di meccanismi responsabili della pre-eclampsia
(Fig. 1). In questa, infatti, i fattori ad attivita anti-angiogeneti-
ca prevalgono su quelli pro-angiogenetici, portando ad altera-
zioni funzionali della placenta con la consequenziale riduzio-
ne dell’apporto di O, al feto e il rilascio di fattori flogogeni.
Fattori scatenanti il meccanismo pre-eclamptico sono la secre-
zione placentare di soluble fms-like Tyrosine Kinase-1 (sF1t1)
e di soluble endoglin (SEng), proteine endogene circolanti, che
inibiscono rispettivamente il VEGF e il TGF-$1 (13). I risul-
tati finali sono la riduzione del numero dei vasi placentari e
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Fig. 1 - Le anomalie della placentazione nella pre-eclampsia. Durante
il normale sviluppo placentare (in alto), i citotrofoblasti di origine fe-
tale invadono le arterie spirali materne trasformandole in vasi di cali-
bro maggiore capaci di fornire un’adeguata perfusione placentare per
sostenere la crescita fetale. Durante questo processo, i citotrofoblasti
assumono un fenotipo endoteliale (pseudovasculogenesi). Nella pre-
eclampsia (in basso), i citotrofoblasti non riescono ad assumere un feno-
tipo endoteliale. Inoltre, I’invasione delle arterie spirali é superficiale,
pertanto rimangono vasi di piccolo calibro.

I’apporto di O, ai tessuti fetali. Ne risulta una disfunzione
endoteliale con la conseguente ridotta sintesi di prostacicline
e di ossido nitrico. L’effetto terminale ¢ la liberazione di fat-
tori procoagulanti e vasocostrittori che amplificano il danno
(14-18) (Fig. 2).

Nello sviluppo della pre-eclampsia, si possono schematica-
mente individuare tre stadi: i primi due, subclinici, sono de-
terminati da una disfunzione della perfusione utero-placen-
tare e dalla perdita di controllo della produzione di radicali
liberi da parte delle cellule endoteliali alterate, responsabili
di uno stato ossidativo feto-placentare. I radicali liberi, attra-
verso la stimolazione dei cosiddetti stress-sensitive pathway
(NF-kB, Jun/Jak, MAPK, MAPK p38, ERK, ecc.) sensibili
al pH locale, inducono una risposta infiammatoria responsa-
bile dell’innesco dei fenomeni pre-eclamptici. Il terzo sta-
dio, in cui la pre-eclampsia diventa clinicamente manifesta,
¢ causato da un processo inflammatorio generalizzato con
interessamento endoteliale sistemico in risposta al rilascio di
fattori flogistici da parte della placenta danneggiata (9, 19).
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Fig. 2 - sFItl e sEng causano la disfunzione endoteliale antagonizzando
Peffetto del VEGF e del TGF-p1. VEGF e TGF-f1 sono necessari per il
mantenimento del trofismo endoteliale in diversi tessuti, compresi il rene
e, verosimilmente, la placenta. Durante la gravidanza normale, I’omeo-
stasi vascolare ¢ mantenuta da livelli fisiologici di VEGF e TGF-$1 nel si-
stema vascolare. Nella pre-eclampsia, un’aumentata produzione placen-
tare di sFIt1 e sEng inibisce I’attivita di VEGF e TGF-§1, con disfunzione
endoteliale, ridotti livelli di prostaciclina e di ossido nitrico e aumentato
rilascio di agenti procoagulanti.

Stress ossidativo

L’interazione tra VEGF e sFIt] determina il rilascio di ossido
nitrico (NO), che € un potente vasodilatatore (agisce sulla gua-
nilato ciclasi, con sintesi finale di cGMP). L’NO ¢ sintetizza-
to, a partire dall’arginina, dall’isoforma costitutiva endoteliale
dell’ossido nitrico sintetasi (eNOS) (20).

La placenta umana ¢ provvista solo della eNOS e non esprime
la forma inducibile e neuronale dell’ossido nitrico sintetasi.
Le sedi di sintesi e rilascio sono le cellule endoteliali del cor-
done ombelicale e i citotrofoblasti.

L’ossido nitrico ha, inoltre, un ruolo anche nella fase iniziale
della gravidanza, quella dell’impianto dell’embrione, regolan-
do I’espressione e ’attivita delle Matrix-Degrading Proteases
(MMP2 e MMP9) (21). Il rilascio di NO in concertazione con
VEGEF e sFltl ¢ coinvolto nei meccanismi di invasione dei
citotrofoblasti regolandone I’adesione alle caderine (molecole
di adesione endoteliale) e, quindi, nei fenomeni neo-angio-
genetici (22). Un’alterazione della sintesi/funzione dell’NO
partecipa alla disfunzione placentare con 1’innesco dei mec-
canismi che esitano nella pre-eclampsia e nell’eclampsia vera
e propria.

Nel corso della pre-eclampsia, la diminuita attivita dell’NO
non ¢ secondaria a una diminuita produzione. Infatti, le pla-
cente delle donne pre-eclamptiche esprimono normali livelli
di eNOS e sintetizzano normali quantita di NO. Nelle donne
pre-eclamptiche I’NO prodotto ¢ instabile con un’emivita in-
feriore e facilmente degradabile. Essendo I’NO portatore di un
elettrone spaiato ¢ capace di interagire con altri radicali liberi,
prodotti dallo stato ipossico, e di bloccare i gruppi prostatici di
numerosi enzimi. L’interazione elettrica tra NO e altri radicali
liberi esita nella formazione del perossinitrite (ONOO"), un
potente anione perossidante, citotossico e con proprieta anti-
angiogenetiche (23-25).
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L’alterata funzione dell’NO induce vasocostrizione dei vasi
feto-placentari e, quindi, un’inadeguata perfusione con ipo-
perfusione placentare e ischemia. L’HIF, elevato nelle placen-
te pre-eclamptiche, media I’adattamento cellulare a condizioni
di ipossia, attraverso la trascrizione di diversi geni tra cui il
TGF-B3, potente inibitore della differenziazione dei trofobla-
sti (12, 26).

Inoltre, I’ipossia aumenta 1’attivita delle xantino-ossidasi im-
plicate nella generazione dei ROS che contribuiscono alla
disfunzione endoteliale materna (Fig. 3) (20, 27). I ROS mo-
dificano il metabolismo endoteliale attraverso il blocco del
trasporto elettronico a livello mitocondriale, la perossidazio-
ne lipidica e 1’ossidazione delle proteine. I lipidi perossida-
ti e il perossinitrito svolgono una duplice azione: attivano le
ciclossigenasi, con il conseguente incremento della sintesi di
trombossani (TxA,) con azione vasocostrittrice, e, contempo-
raneamente, inibiscono la sintesi delle prostacicline (PGIL,).
Molto probabilmente questo disequilibrio TxA,-PGI, precede
I’esordio clinico della pre-eclampsia.

Quadro clinico della pre-eclampsia

I meccanismi patogenetici descritti rispecchiano il quadro cli-
nico materno della pre-eclampsia, dominato dall’ipertensione
arteriosa secondaria a uno squilibrio tra fattori vasodilatanti
e vasocostrittori, a favore di questi ultimi. La proteinuria ¢
secondaria a un danno podocitario. I fattori circolanti prodot-
ti dalla placenta “pre-eclamptica” sortiscono un effetto sulle
proteine podocitarie che partecipano alla formazione dello
slit diaphragm. 1l siero di pazienti pre-eclamptiche induce,
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in vitro, un’alterazione strutturale della cellula podocitaria,
con modificazione della distribuzione della nefrina e con
conseguenti alterazione del citoscheletro podocitario actini-
co e comparsa delle cosiddette stress fiber (28). La perdita
della normale localizzazione di nefrina e della distribuzione
spaziale dei filamenti actinici risulta nella perdita dello s/it
diaphragm, con I’appiattimento dei processi pedicillari e la
conseguente comparsa di proteinuria.

Stili di vita e sviluppo della pre-eclampsia

Gli stili di vita possono contribuire allo sviluppo dell’altera-
zione dello stato ossido-riduttivo, che ¢ alla base della pre-
eclampsia. Non solo il fumo di sigaretta ma anche le abitudini
alimentari influenzano lo stress ossidativo. La cottura dei cibi
influenza molto il contenuto di prodotti avanzati della glica-
zione, i cosiddetti AGE (advanced glycated end products).
Questi sono prodotti in condizioni di iperglicemia (reazione
di Maillard), ma anche in condizioni di normoglicemia, in
ambiente ossidato. Gli AGE si formano per una condensazio-
ne chetonica stabile tra gli e-aminogruppi delle proteine e i
radicali OH dei glicidi. Gli AGE sono resistenti alla proteo-
lisi e possono depositarsi nei tessuti. Tuttavia, gli AGE non
sono sostanze inerti, ma interagiscono con specifici recettori,
RAGE, espressi su numerose linee cellulari, tra cui monociti-
macrofagi, cellule endoteliali, renali e cosi via. L’attivazione
dei RAGE da parte degli AGE attiva una cascata di trasmis-
sione del messaggio del nucleo, con ’attivazione di numerosi
fattori trascrizionali, tra cui NF-kB. L’esito finale ¢ la sintesi
di fattori flogistici vasocostrittori che partecipano al danno en-
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doteliale caratteristico della pre-eclampsia e lo amplificano.
Sono noti due classi di RAGE, RAGE e AGR1 o Galectina 3.
L’attivazione dei RAGE si estrinseca in un effetto ossidante e
infiammatorio, quello degli AGR1 in un effetto antiossidante
e antinfiammatorio. Nella pre-eclampsia ¢ stata descritta una
prevalenza dei RAGE (29).

Terapia

Numerose ricerche sulla fisiopatologia delle alterazioni pla-
centari e materne nella pre-eclampsia costituiscono il raziona-
le da cui partire per interventi terapeutici futuri.

La somministrazione di L-arginina dovrebbe teoricamente
controbilanciare ’eccessiva degradazione dell’NO, con una
minore produzione di perossinitrito.

A supportare tale ipotesi, dati preliminari in diversi #rial re-
centi hanno dimostrato che la supplementazione di L-arginina
¢ associata a una significativa riduzione della pressione arte-
riosa e a una diminuzione delle resistenze delle arterie uterine.
Inoltre, la somministrazione di vitamine C-E riduce gli indici
di stress ossidativi e la frequenza della pre-eclampsia (30-32).
Questi risultati indicano che lo stress ossidativo dovrebbe
essere considerato il target per la prevenzione della pre-
eclampsia.

Conclusioni

In conclusione, al momento attuale, sebbene 1 meccanismi
fisiopatologici non siano ancora completamente chiariti, ¢
accettato che la pre-eclampsia sia il risultato di una modifi-
cazione dei normali meccanismi di placentazione e che I’ef-
fettore finale del danno sia riconducibile a un’alterata attivita
dell’NO, verosimilmente secondaria a una ridotta biodispo-
nibilita tissutale di L-arginina. Lo stato ossidativo causa la
disfunzione endoteliale con l’innesco dei meccanismi pre-
eclamptici. Il rilascio, da parte dell’endotelio placentare alte-
rato, di fattori circolanti tra cui sFlt1 e radicali liberi indurreb-
be una disfunzione endoteliale sistemica e lo sviluppo di uno
stato eclamptico. Al momento, i livelli sierici di sFlt1 possono
essere considerati come un marker di pre-eclampsia.
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Riassunto

La pre-eclampsia € una complicanza relativamente comune
della gravidanza, che interessa circa il 3% delle gravidan-
ze. Attualmente, la patogenesi non ¢ stata ancora comple-
tamente chiarita.

Comunque, la disfunzione endoteliale materna, special-
mente a livello della placenta, sembra essere il fattore
chiave per lo sviluppo di questa malattia che clinicamente
coinvolge molti organi, come reni, cervello e fegato, e che &
caratterizzata da ipertensione, proteinuria ed edema.
Lavori recenti suggeriscono il ruolo patogenetico di un’al-
terata espressione di fattori anti-angiogenici placentari con
conseguenti modifiche dello stato redox che provocano
stress ossidativo.

La risposta all’azione dei fattori anti-angiogenetici produ-
ce una disfunzione endoteliale sistemica con ipertensione,
proteinuria e altre manifestazioni sistemiche, come, per
esempio, 1’encefalopatia.

In questo articolo verranno descritte le conoscenze piu re-
centi nella fisiopatologia della pre-eclampsia, cercando di
dare un’ipotesi patogenetica comune per conciliare le ano-
malie a livello feto-placentare e le caratteristiche cliniche
della sindrome materna e fornire una spiegazione logica
per i potenziali futuri interventi profilattici e terapeutici di
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