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Aborti ricorrenti: qual é il ruolo delle citochine?

M. BRINCAT

Laborto ricorrente ¢ definito come tre o pitt aborti
consecutivi prima della 20 settimana di gestazione (1,
2). Questa condizione ¢ un problema riproduttivo fre-
quente in tutto il mondo, che riguarda fino all’1% del-
le coppie (3, 4). Lincidenza ¢ maggiore di quella che
ci si aspetterebbe se fosse dovuta solo al caso. Se fino al
15% di tutte le gravidanze clinicamente accertate ter-
minano con un aborto, allora il rischio teorico di ave-
re tre aborti consecutivi & dello 0,34% (5). Pertanto,
alla base della perdita della gravidanza di un certo nu-
mero di donne che soffrono di aborti ricorrenti dovra
esserci una causa persistente (6). La fisiopatologia ¢
complessa e coinvolge fattori sia materni che fetali, ed
¢ possibile che pit di uno vi contribuisca (6). I due
principali fattori di rischio indipendenti di aborto ri-
corrente sono 'etd avanzata della madre e il maggior
numero di precedenti aborti (7). Tra i meccanismi di
base materni vi sono patologie uterine, disfunzioni en-
docrine, trombofilie, e sindrome anti-fosfolipidi (8).
Anomalie genetiche o di sviluppo del feto possono
contribuire anch’esse all’aborto ricorrente (1). Tutta-
via, fino al 50% dei casi sono idiomatici (1). La di-
sfunzione delle cellule effettrici immuni ¢ stata impli-
cata nella patogenesi della perdita precoce della gravi-
danza (9). Questa disfunzione pud coinvolgere difetti
di citochine, fattori di crescita e fattori immunosop-
pressivi a livello dell'interfaccia materno/fetale (6). E
questo un campo di ricerca in crescita, specialmente
per quanto riguarda il ruolo delle citochine nell’abor-
to ricorrente.

Che cosa sono le citochine?

Le citochine sono proteine o glicoproteine solubili
prodotte dai leucociti, e in molti casi anche da altri ti-
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pi cellulari. Esse agiscono da comunicatori chimici tra
le cellule, ma di per sé non sono molecole effettrici.
Una caratteristica comuiie alla maggior parte delle ci-
tochine ¢ che sono regolatori della difesa dell’ospite
contro i patogeni ¢/o della risposta inflammatoria. La
maggioranza delle citochine sono secrete, ma alcune
possono anche essere espresse sulla membrana cellula-
re, mentre altre vengono tenute di riserva nella matri-
ce extracellulare (10).

Le citochine si legano a specifici recettori sulla su-
perficie delle cellule bersaglio. Questi recettori sono
accoppiati alla traduzione del segnale intracellulare e
alle vie dei secondi messaggeri. Le citochine sono per
lo piu fattori di crescita e/o di differenziazione. Esse
agiscono in genere sulle cellule nel sistema ematopoie-
tico (10).

Quattro sono le caratteristiche-chiave della mag-
gior parte delle citochine:

* Pleiotropismo — La maggior parte delle citochi-
ne hanno pil di un'azione, e cid perché i loro
recettori sono espressi su piu tipi cellulari. Di
conseguenza, le vie di segnalazione attivate au-
menteranno ['espressione genica specifica di
quel tipo cellulare.

* Ridondanza — La maggior parte delle citochine
hanno effetti biologici osservati anche in un’al-
tra citochina. Cid ¢ dovuto al fatto che ci sono
segnali simili generati da differenti citochine, a
causa delle somiglianze delle sequenze aminoa-
cidiche dei recettori delle citochine.

* Potenza — La maggior parte delle citochine agi-
scono nel range nanomolare o femtomolare,
perché i recettori delle citochine hanno un’affi-
nitd molto elevata per i loro ligandi.

* Azione quale parte di una rete o cascata — La
maggior parte delle citochine fanno parte di
una cascata di citochine rilasciate in successio-
ne. Esse agiscono spesso sinergicamente e, nella
maggior parte dei casi, sono controregolate da
citochine inibitrici o da recettori solubili.
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Le citochine sono raggruppate in famiglie, a secon-
da della struttura dei loro recettori, che hanno caratte-
ristiche strutturali altamente conservate. Cio fornisce
una spiegazione della ridondanza negli effetti biologici
tra citochine.

Le principali famiglie di recettori delle citochine
sono 6 (Fig. 1). Ogni famiglia ¢ definita da sequenze
simili nei loro domini citosolici. All'interno di ciascu-
na famiglia ci sono omologie nelle sequenze dei recet-
tori, a livello sia intracellulare che extracellulare. Tutta-
via, ci sono anche differenze, particolarmente a livello
extracellulare, dove si possono trovare ulteriori domi-
ni.

In generale, le funzioni delle citochine appartenen-
ti a ciascuna famiglia sono anch’esse conservate (11). 1
principi generali del funzionamento delle citochine al-
I'interno delle famiglie sono stati chiariti. Cid puo for-
nire una rete dalla quale affrontare le complessita che
si incontrano quando si studiano le funzioni delle ci-
tochine.

Limmunologia della gravidanza

I recenti progressi nell immunologia della riprodu-
zione hanno cercato di chiarire in quale modo il feto si
sottrae allo specifico attacco immunologico. Il sistema
immunitario materno in gravidanza si adatta in ma-
niera tale che ¢’ un certo controllo della soppressione

per evitare il rigetto dei tessuti fetali (paterni), pur
conservando 'immunocompetenza per combattere le
infezioni. Ci sono, tuttavia, altre potenziali funzioni
delle cellule immunitarie e delle citochine, tra cui
quelle di favorire la comunicazione madre-feto e il ri-
conoscimento della gravidanza da parte dell’organismo
materno, in modo da potere eseguire opportune mo-
dificazioni fisiologiche, ad esempio nel sistema della
coagulazione e nell’endotelio vasale. Inoltre, alcune ci-
tochine agiscono infatti quali fattori di crescita locali e
favoriscono la crescita del feto (12).

Medawar aveva osservato che il rigetto di alloinne-
sti cutanei potrebbe essere prevenuto con la sommini-
strazione di cortisone, e poiché sapeva che in gravidan-
za 1 livelli di steroidi sono elevati, formuld lipotesi
dell“allotrapianto fetale”. Egli suppose che la separa-
zione anatomica del feto dalla propria madre, la matu-
rit antigenica del feto, e I'inerzia immunologica della
madre portavano alla sopravvivenza del feto (13). Tut-
tavia, venne anche ipotizzato un modello alternativo di
gravidanza, che ha portato al paradosso di Medawar-
Schwartzman.

La reazione localizzata di necrosi emorragica di
Schwartzman ¢ indotta in alcuni animali da una inie-
zione di innesco di endotossina, seguita dopo 24 ore
da una iniezione endovenosa subletale della stessa en-
dotossina (14). Lesioni anatomopatologiche identiche
si osservano in animali gravidi dopo un’unica iniezio-
ne endovenosa di endotossina, senza necessita di una
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Fig. 1 - Le sei differenti famiglie di recettori delle citochine. (Modificata, dalla voce bibliografica 10).
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iniezione di innesco (15). Le donne gravide potrebbe-
ro essere ugualmente suscettibili a risposte esagerate al-
la endotossina durante la gestazione. L“agente di inne-
sco” potrebbe essere lo stesso cortisone, attraverso
meccanismi aspecifici che coinvolgono i monociti e le
cellule natural killer (NK) (16). Fattore di crescita tu-
morale alfa (TNFo., Tumor Necrosis Factor ), interfe-
rone gamma (IFNY) e interleuchina-2 (IL-2) sono sta-
ti identificati quali citochine-chiave per la reazione di
Schwarzman generalizzata (17). Pertanto, il sistema
immunitario materno ¢ soppresso in un modello, ma
innescato per rispondere nell’altro. La spiegazione ri-
siede nella modulazione differenziale dei due bracci
principali del sistema immunitario: I'innato (aspecifi-
co) e I'adattativo (specifico), che hanno entrambi com-
ponenti cellulari e umorali (12).

Il sistema innato ¢ la prima linea di difesa, che por-
ta al “segnale 1”. Esso stimola anche il sistema adatta-
tivo, che & efficace nell’eliminare le infezioni.
Lantigene viene presentato sulla superficie della cellu-
la in associazione con proteine del complesso maggio-
re di istocompatibilita (MHC, Major Histocompatibi-
lity Complex). Cio scatena l'attivazione delle cellule T-
helper CD4+ (cellule Th) che producono citochine, e
a loro volta coordinano la risposta effettrice (“segnale
2”) (18). Nel “segnale 17, il sistema innato sembra in
grado di distinguere tra pericoloso e non-pericoloso

(19).

Risposta T-helper vs T-helper 2

Le cellule T-helper attivate si differenziano in Thl
e Th2. Esse hanno differenti risposte immuni attraver-
so quadri differenti di produzione di citochine (20,
21). Gli studi sulla gravidanza umana e murina dimo-
strano una forte associazione, da un lato, tra immunita
materna di tipo Th1 e perdita della gravidanza, e dal-
laltro tra immunita di tipo Th2, insieme con il fatto-
re di crescita trasformante beta (TGEB, Transforming
Growth Factor 3), e successo della gravidanza.

Le cellule Th1 secernono TNFa, TNFfB, IFNy e
IL-2. Bassi livelli di TNFa provengono anche da alcu-
ne cellule Th2 e T citotossiche. Tuttavia, poiché livelli
molto pit alti di TNFa sono prodotti durante le ri-
sposte Thl ¢ sono dovuti ai suoi effetd citolitici che
contribuiscono all'immunita cellulare, questa citochi-
na pud essere considerata come associata esclusiva-
mente a una risposta Th1 o Thl-simile. Le citochine
Thl-associate attivano i macrofagi e le reazioni cellu-
lo-mediate coinvolte nelle infezioni resistenti dovute a
patogeni intracellulari e nelle reazioni citotossiche e di
ipersensibilita di tipo ritardato. Questo tipo di reazio-
ne ¢ noto anche come risposta immune di Tipo 1 o
cellulo-mediata (21, 22).

Le cellule Th2 stimolano cellule B ed eosinofili. Le
citochine del tipo Th2 sono le seguenti interleuchine:

IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Esse si accompagnano
a forti risposte anticorpali alle infezioni con microrga-
nismi extracellulari. Queste risposte immuni sono no-
te anche come di Tipo 2 o reazioni umorali (21, 22).

Le cellule Th3 sono un gruppo unico di cellule T
helper CD4+ che si trovano nelle mucose e interven-
gono nella down-regolazione delle cellule Th1 e di al-
tre cellule immuni. Inoltre, queste due risposte sono
notoriamente antagonistiche, Infatti, IL-10 agisce sul-
le cellule che presentano 'antigene, inibendo quindi lo
sviluppo delle cellule Th1. Analogamente, IFINy impe-
disce l'attivazione delle cellule Th2.

Si ¢ ipotizzato che durante la gravidanza ci sia un
piccolissimo spostamento immunologico alle risposte
delle citochine di tipo Th2, che sopprimerebbero gli
effecti potenzialmente dannosi del sistema immune
cellulo-mediato (del tipo Th1) (23). Studi condotti
negli animali hanno dimostrato che potenti fattori che
promuovono Th2, come il progesterone (24) e la pro-
staglandina E2 (25, 26), sono presenti in alte concen-
trazioni all’interfaccia materno-fetale. Nei soggetti
umani, a livello dell’interfaccia madre-feto c’¢ un’am-
pia varieta di citochine (sia del tipo Th1 che del tipo
Th2) (27, 28). Con metodi cellulo-specifici ¢ stata di-
mostrata la produzione preferenziale, da parte delle
cellule del trofoblasto, di IL-4 (citochine di tipo Th2),
piuttosto che di IFNy, IL-2 o TNFa (di tipo Thl)
(29).

La gravidanza ¢ stata quindi etichettata come un
“fenomeno Th2”. Cid ¢ suffragato dalla prova che la
gravidanza tende a far migliorare preesistenti condizio-
ni autoimmuni cellulo-mediate (23). Nelle gestanti
normali si hanno produzione significativamente mag-
giore di IL-10 e di altre citochine da parte delle cellu-
le mononucleate del sangue periferico attivate da mi-
togeni (30, 31), e ridotta espressione del'mRNA di IL-
2 (28) e IFN (32) e delle corrispondenti cellule T
dCD4+ e CD8+ (33).

Si ¢ ipotizzato che la risposta Thl, specialmente
TNFo IFNy e IL-2, sia dannosa per la sopravvivenza
del prodotto del concepimento (34-36). Quando som-
ministrati a topi femmine gravide, TNFa. IFNy e IL-2
causano aborto (37), che & allora contrastato dall’anti-
TNFa. In vitro, TNFo e IL-2 inibiscono la crescita
delle cellule del trofoblasto umano (38) e stimolano si-
nergicamente I'apoptosi delle cellule del trofoblasto
villoso dei villi primari umano (39). Secondo un’ipo-
tesi, il concepito si proteggerebbe secernendo citochi-
ne di tipo 2 che down-regolano quelle dannose di tipo

1(23).

Qual ¢ il ruolo delle citochine nell aborto ricorrente?
Risulta chiaro dalla letteratura che nell’aborto ri-

corrente le citochine svolgono un ruolo importante.

Nelle donne con storia di aborto ricorrente, 'attivita
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embriotossica era evidenziata nei supernatanti di cel-
lule mononucleate del sangue periferico attivate da
trofoblasto, che erano positive per TNFa, TNEFB e
IFNy. Al contrario, le donne normali e gli uomini
non erano embriotossici né contenevano citochine di
tipo Th1, ma la maggior parte contenevano le citochi-
ne di tipo Th2 IL-10 e IL-14 (40). Pertanto,
I'immunita di tipo 1 per gli antigeni trofoblastici si as-
socia ad aborto ricorrente. Le cellule mononucleate
del sangue periferico attivate da mitogeni, ottenute da
donne con storia di aborto ricorrente avevano, rispet-
to a quelle di gestanti normali, livelli pit elevati di IL-
2, IFNy e TNFa, e piu bassi di IL-4, IL-5, 1I-6 e IL-
10, indicativi di una maggiore tendenza al tipo 1 nel-
Iaborto ricorrente, e al tipo 2 nella gravidanza norma-

le (41, 42).

E stato dimostrato che, rispetto alle donne con
aborto ricorrente, nelle gestanti normali non c’¢ uno
spostamento in favore del tipo 2 dei rapporti di espres-
sione delle citochine all'interfaccia madre-feto (28,
43). Le citochine di tipo Th2 sono rilasciate sponta-
neamente dal tessuto placentare in coltura (44). Cio &
stato dimostrato in studi condotti su animali, insieme
all’osservazione che la perdita della gravidanza puo es-
sere causata dalle citochine Th1 (37) e prevenuta dalle
citochine Th2 (45).

Un fattore importante nel guidare le cellule T
CDH-+ naive verso popolazioni dominate da Thl o
Th2 ¢ il predominio di una determinata citochina nel
microambiente al momento della presentazione del-
antigene. La differenziazione Th1 ¢ favorita da IFNy
e IL-2, mentre IL-4 determina la polarizzazione Th2
(21, 22). IL-2 & prodotta principalmente dai macrofa-
gi in risposta a certe infezioni microbiche, e pertanto
anche infezioni subcliniche possono dar luogo a un
aumento della produzione di IL-12, inducendo uno
spostamento complessivo verso una tendenza di tipo
1. Lo sviluppo di Th1 ¢ aumentato anche da IFNYy. Sia
IL-12 che le infezioni virali provocano una maggiore
sintesi di IFNy da parte delle cellule NK, che a sua vol-
ta csalta la risposta Th1.

Il prodotto del concepimento pud essere conside-
rato uno “spettatore innocente” mentre la madre lot-
ta contro l'infezione con una vigorosa risposta pro-
infiammatoria di Tipo Th1 (35). Rispetto alle gestan-
ti normali, le donne con aborto ricorrente hanno li-
velli significativamente pit elevati di IL-12 (46). An-
che ormoni come la relaxina (prodotta dal corpo lu-
teo) possono contribuire alla differenziazione delle
cellule T-helper o allo spostamento di quelle gia dif-
ferenziate verso un profilo di tipo 1 (47). D’altro can-
to, ¢ stato dimostrato che il progesterone promuove
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lo sviluppo di una risposta Th2 attraverso una protei-
na immunomodulatrice nota come fattore bloccante
indotto dal progesterone (PIBE, Progesterone-Induced
Blocking Factor), che inibisce 77 vitro numerose rispo-
ste Th1 (48, 49). Se, a causa di livelli ridotti di
TGFpB2, manca la soppressione a livello dell'interfac-
cia madre-feto, pud essere indotto uno spostamento
Th1 (50).

E stato proposto che il danno immuno-mediato
Th1 potrebbe essere dovuto alle cellule NK, simili a
cellule Th1 attivate, che rilasciano citochine dannose
per il trofoblasto (51). Le cellule NK deciduali produ-
cono INFy che attiva i macrofagi della decidua per
produrre livelli tossici di monossido di azoto (NO) e
di TNFa (52). Le citochine Th1 possono convertire le
cellule NK a cellule LAK (Zymphokine-Activated Killer)
che, come ¢ stato dimostrato, provocano la lisi del
trofoblasto (20).

TNFa e INFy possono portare ad apoptosi delle
cellule trofoblastiche (39), inibizione della secrezione
del fattore che stimola la formazione di colonie di gra-
nulociti e macrofagi (GM-CSE  Granulocyte Ma-
crophage Colony-Stimulating Factor) da parte dell’epite-
lio uterino (23), e up-regolazione della protrombinasi
tg12 (procoagulante). Quest'ultimo pud essere I'effetto
pil importante, poiché gli anticorpi anti-fgl2 riduco-
no significativamente I'effetto del TNFa. e dell INFy e
prevengono I'aborto. E stato ipotizzato che I'aborto di
embrioni umani con cariotipo normale potrebbe esse-
re dovuto a un “processo di auto-amputazione vascola-
re scatenato da citochine” (53). Questo implica
lattivazione di meccanismi della coagulazione che
provocano una vasculite che compromette I'apporto di
sangue materno all’embrione impiantato, e la forma-
zione di trombi (54).

Le evidenze dimostrano che TNFa, INFy e cellule
NK non possono, separatamente, indurre 'aborto, ma
¢ noto che una triade Th1-NK-macrofagi ¢ causa di
aborto, che a sua volta pud essere soppresso da una ri-
sposta citochimica Th2 (23, 55). Va rilevato che, a se-
conda del momento in cui vengono espresse, dello sta-
dio della gestazione, delle concentrazioni relative e del-
la soglia di occupazione dei recettori, alcune citochine
di tipo 1 possono in realta essere benefiche, piuttosto
che dannose per la gravidanza (43).

Conclusione

Negli ultimi anni, il ruolo delle citochine nell’abor-
to ricorrente ¢ divenuto pilt chiaro. Tuttavia, molte ri-
cerche sono ancora necessarie prima di poter consi-
gliare, sulla base delle informazioni di cui disponiamo
finora, opzioni di trattamento alle pazienti affette da
questa condizione.
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