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Fattori angiogenetici e peptidi vasoattivi nella preeclampsia

e nel ritardo di crescita intrauterino
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RIASSUNTO: Fattori angiogenetici e peptidi vasoattivi nella pree-
clampsia e nel ritardo di crescita intrauterino.

L. BATTISTA, E TREZZA, A. VITELLI, L.O. SCALDARELLA, A.E. PARE-
TO, R. BORRELLIL, A. TOLINO

Difetti angiogenetici possono essere coinvolti in una alterata pla-
centazione che sottende a molteplici patologie ostetriche. Abbiamo
studiato diversi fatrori angiogenetici e peptidi vasoattivi che regolano
il flusso placentare con un equilibrio tra vasodilatazione, indotta dal
VIR e vasocostrizione, data dal NPY, e soprattutto di promozione al-
langiogenesi, dovuta al VEGF e potenziata dall’Ang-1, a sua volta
antagonizzato dall’Ang-2. La ricerca di alterazioni quantitative di
questi elementi ha lo scopo di aggiungere informazioni sulla paroge-
nesi di preeclampsia ¢ IUGR, con la speranza di poter poi trattarle
farmacologicamente. Abbiamo selezionato 2 gruppi, uno di conrrollo
(n=20), composto da gravidanze singole, fisiologiche, ¢ un gruppo
complicato con IUGR (n=10). Ne ¢ risultato un aumento di VEGE
Ang-1 e Ang-2 nelle placente di donne con IUGR.
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SUMMARY: Angiogenic factors and vasoactive peptides in
preeclampsia and intrauterine growth rctardation.

L. BATTISTA, E TREZZA, A. VITELLI, L.O. SCALDARELLA, A.E. PARE-
TO, R. BORRELLL, A. TOLINO

Angiogenic defects may be involved in impaired placenta that un-
derlies many obstetric discases. Aim of the study has been investigate
angiogenic faciors and vasoactive peptides which regulate the blood
Sflow and could explain the pathogenesis of preeclampsia and IUGR:
VIP (induces placental vasodilation), NPY (induces vasoconstric-
tion), VEGF (promotes angiogenesis, enhanced by Ang-1 and antag-
onized by Ang-2). We selected two groups: one complicated with IU-
GR (n = 10) versus a control group (n = 20) with physiological preg-
nancies. In the group with IUGR there was an increase of VEGE
Ang-1 and Ang-2.

VIP - NPY - IUGR - Preeclampsia.
VIP - NPY - IUGR - Preeclampsia.

Introduzione

La nascita di un neonato sano a termine dipende da
una serie coordinata di eventi che consentono un rego-
lare sviluppo della placenta, dell’embrione e del feto.
Un’alterazione, in una o pil fasi fondamentali della
placentazione, pud causare un’ampia gamma di com-
plicanze gravidiche che vanno dall’aborto nel primo
trimestre alla morte fetale, nonché ad alcune delle pit
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importanti patologie del terzo trimestre, ovvero la pre-
eclampsia ed il ritardo di crescita intrauterino (IUGR).
Diversi gradi di sviluppo anomalo della placenta e pro-
cessi patologici secondari sottendono queste compli-
canze gravidiche.

Da queste premesse ¢ facile ipotizzare un primum
movens patogenetico comune di queste patologie,
quale appunto un’alterazione dell’angiogenesi placen-
tare.

Esistono diversi fattori angiogenetici e peptidi va-
soattivi coivolti nello sviluppo della placenta, tra cui
il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGEF), I’An-
giopoietina 1 (Ang-1), I’Angiopoietina 2 (Ang-2), il
NeuroPeptide Y (NPY) ed il Peptide Intestinale Va-
soattivo (VIP).
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Fattori coinvolti nell’angiogenesi
placentare

La regolazione dell’angiogenesi ¢ complessa e pre-
vede l'interazione di diversi fattori inibitori e stimolan-
ti. Una delle famiglie di geni responsabili della stimo-
lazione dell'angiogenesi ¢ quella del Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF). E stata dimostrata I'espres-
sione del VEGF-A nella placenta umana con metodi-
ca RT-PCR. Le cellule che maggiormente esprimono
VEGF-A sono macrofagi endometriali localizzati nella
zona necrotica tra la placenta e 'endometrio. Lespres-
sione di VEGEF ¢ regolata dall'ipossia; esso rappresenta
uno dei pill potenti e selettivi fattori di crescita con at-
tivitd angiogenetica essendo altamente mitogeno, in
maniera specifica, per le cellule endoteliali vascolari, e
riveste un ruolo fondamentale nella regolazione del-
'angiogenesi fisiologica e patologica. Oltre al VEGF
(VEGEF-A), sono stati identificati anche altri 4 geni
strutturalmente correlati al VEGE, i cui prodotti sono
conosciuti come PIGF (Placental Growth Factors):
VEGEF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E.

Le angiopoietine 1 e 2 sono coinvolte nella forma-
zione della vascolarizzazione durante la vasculogenesi.
Entrambe sono ligandi per il recettore Tie2 (recettore
tipo tirosin-kinasi, espresso dalle cellule endoteliali ed
ematopoietiche). E stato dimostrato che Ang'l ¢
espressa dal citotrofoblasto e dal sinciziotrofoblasto,
mentre Ang-2 e Tie2 sono prevalentemente espressi
nel citotrofoblasto.

LAng-1 (anglopmetlna 1) & una citochina in gra-
do di potenziare gli effetti di altri fattori angmgenetla
quali, soprattutto, il VEGE. Essa; infatti, 1ion ¢ in gra-
do da sola di promuovere la crescita di cellule endote-
liali, ma interviene attivamente nell’angiogenesi solo
dopo che altri fattori angiogenerict iniziano ad esplica-
re il loro effetto.

L'Ang-2 (angiopoictina 2) rappresenta 'antagoni-
sta naturale dell’Ang-1 ¢ viene espressa precocemente
in cellule endoteliali e in diverse linee cellulari tumo-
rali non endoteliali.

Il nearopeptide Y (NPY) ¢ composto da 36 ami-
noacidi ed & presente a livello placentare nel citotrofo-
blasto e nel trofoblasto intermedio ed in quantita ri-
dotta nella porzione periferica del villo. LNPY incre-
menta il rilascio del Corticotropin-Releasing Factor
(CRF) da parte di cellule placentari in coltura, per cui
si ¢ ipotizzata una possibile azione paracrina ed un si-
nergismo tra NPY e noradrenalina nella regolazione
del CRE Questa interazione indica che 'NPY potreb-
be essere coinvolto nella regolazione del flusso ematico
placentare, poiché esso ¢ espresso dai neuroni vasoco-
strittori sintetizzanti catecolamine.

E stato riscontrato un gene per un recettore ad ele-

vata affinita per il Peptide Intestinale Vasoattivo (Va-
soactive Intestinal Peptide - VIP) nei tessuti placentari.
In queste cellule, il VIP attiva 'adenilciclasi e modula
Pespressione di hCG attraverso la via del cAMP. La po-
tenzialita del VIP di avere ruoli nella gravidanza ¢ sup-
portata dall’osservazione che la pecora gravida presen-
ta livelli pit elevati di VIP rispetto agli animali non
gravidi. Recentemente ¢ stata dimostrata I'espressione
di mRNA per il VIP da parte della placenita umana e
la localizzazione della proteina nel citotrofoblasto e nel
sinciziotrofoblasto. Linteresse per quanto riguarda il
VIP nella regolazione del flusso eniatico placentare de-
riva dalla sua presenza in neuroni vasodilatatori sinte-
tizzanti acetilcolina.

Scopo dello studio

Abbiamo yolute valutare il coinvolgimento di fat-
tori angiogenctici e peptidi vasoattivi nella patogenesi
di due patologic di vasta importanza nella pratica oste-
trica, 12 preeclampsia e 'TUGR, che riconoscono nel
loro" movens patogenetico un insufficiente sviluppo
della placenta.

Ad oggi non esistono terapie efficaci, né strategie di
prevenzione che possano ridurre I'incidenza di queste
alterazioni. Notevoli sviluppi sono stati effettuati nel
campo dell’ecografia e della flussimetria per poter in
qualche modo prevedere I'insorgenza delle patologie,
ma i risultati da un punto di vista terapeutico sono sta-
ti deludenti.

Appare necessario, quindi, approfondire le cono-
scenze fisiopatologiche della formazione placentare e
della sua vascolarizzazione, in modo da poter appron-
tare o opportunita terapeutiche efficaci o strategie pre-
ventive per favorire una placentazione efficace.

A tale scopo, il nostro interesse si ¢ rivolto verso i
fattori angiogenetici notoriamente coinvolti in questo
processo, ovvero il VEGE, I'angiopoietina 1 e I'angio-
poietina 2 e la molecola legante questi ultimi due, Tie-
2, cercando di valutare le differenti concentrazioni pla-
smatiche nelle gravidanze fisiologiche e patologiche.
Inoltre, abbiamo voluto investigare anche il comporta-
mento di due neuropeptidi, 'NPY ed il VIP, coinvolti
nella regolazione dei vasi, rispettivamente vasocostrit-
tore il primo e vasodilatatore il secondo.

Queste molecole regolerebbero 'angiogenesi nelle
prime fasi di placentazione, quando verosimilmente si
verifica la noxa patogena (del resto ancora non nota),
che porterebbe ad una riduzione della vascolarizzazio-
ne placentare, causa a monte dell’insufficienza placen-
tare, e successivamente potrebbero regolare il flusso
ematico in condizioni di ipossia. La conoscenza di
questi meccanismi potrebbe in qualche modo portare
all'identificazione di sostanze adiuvanti la vascolarizza-
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zione in una prima fase e, successivamente, favorenti i
meccanismi vasodilatatori rispetto a quelli vasocostrit-
tori, con conseguente miglioramento del flusso emati-
co utero-placentare.

Materiali e metodi

Abbiamo reclutato venti donne con gravidanza fi-
siologica singola e dieci donne la cui gravidanza era
complicata da ritardo di crescita intrauterino (IUGR).
Le donne sono state reclutate presso gli ambulatori di
Ostetricia e di Ecografia Ostetrica e Ginecologica del
nostro Dipartimento. La diagnosi di IUGR ¢ stata po-
sta utilizzando il 10° percentile dei valori di riferimen-
to per feti di epoca gestazionale simile in Italia. La dia-
gnosi di IUGR ¢ stata confermata alla nascita in base
al fatto che il peso del neonato era inferiore al 10° per-
centile degli standard italiani di peso alla nascita ed
epoca gestazionale. Tutte le pazienti hanno fornito il
loro consenso informato a partecipare allo studio. Tut-
te le ecografie sono state effettuate dallo stesso opera-
tore utilizzando lo stesso ecografo. Tra I'ultima ecogra-
fia e la nascita non sono mai trascorsi pit di sette gior-
ni. Al momento del parto ¢ stato prelevato un cotile-
done placentare che veniva diviso in due parti, di cui
una immediatamente fissata in formalina per I'esecu-
zione degli studi di immunoistochimica e I'altra con-
gelata e conservata a -80°C per I'analisi con RT-PCR;
sono stati dosati inoltre i livelli plasmatici materni e fe-
tali, tramite il sangue cordonale, dei peptiti coinvolti
nell’angiogenesi, oggetto del nostro studio.

Risultati

Non abbiamo riscontrato diffcrenze per quanto ri-
guarda l'eta delle pazienti dei due gruppi, mentre Ie-
poca gestazionale, il peso fetale alla nascita ed il peso
della placenta sono risultati significativamente inferio-
ri nelle pazienti con IUGR (Tab. 1).

Tutti 1 peptidi studiati hanno mostrato un conte-
nuto significativamente inferiore nelle placente da gra-
vidanze complicate da IUGR in confronto con le pla-
cente normali da gravidanze fisiologiche (Tab. 2), ad
cecezione dell’NPY, il cui contenuto era significativa-
merite maggiore nelle placente patologiche (Tab. 2).

Lo stesso tipo di risultato ¢ stato riscontrato per i
fattori angiogenetici ed il VIP, che presentavano un’e-
spressione significativamente inferiore nelle gravidanze
patologiche rispetto a quelle fisiologiche (Tab. 3) ad
eccezione del’NPY, anche in questo caso espresso in
quantita significativamente maggiori (Tab. 3).

Il nostro studio ¢ in accordo con i dati di Cooper
et al., i quali hanno dimostrato una riduzione dell’e-
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TaBeLLA 1 - CARATTERISTICHE DELLE PAZIENTTI.

Variabili Normali (z = 20) IUGR (z = 10)
Eta (anni) 31.2+6.0 28.9+9.1
BMI (kg/m?) 25.1+1.0 25.0£1.3
Peso alla nascita (g) 2928.7+386.4* 1543.3+181.7
Peso placentare (g) 552+21* 391+15
Maschi/femmine 9/11 416
Fumatrici (%) 60% 60%

* = p<0.05 vs. IUGR

TaBerra 2 - IMMUNOLOCALIZZAZIONE DEI PEPTIDI
VALUTATT IN PLACENTE NORMALI E DA GRAVIDANZE
COMPLICATE DA IUGR E PREECLAMPSIA.

Gravidanze Gravidanze Significativita
fisiologiche patologiche (p)
VEGF 1.81+0.22 1.36+0.23 < 0.01
Ang-1 1.64+0.19 1.37+0.16 <0.01
Ang-2 1.56+0.16 1.27+0.15 < 0.01
VIP 1.61+0.13 1.32+0.16 < 0.01
NPY 0.87+0.29 1.53+0.10 <0.01

TaBeLLA 3 - ESPRESSIONE DEI PEPTIDI VALUTATT IN PLA-
CENTE NORMALI E DA GRAVIDANZE COMPLICATE DA
IUGR E PREECLAMPSIA.

Gravidanze Gravidanze Significativita
fisiologiche patologiche (p)
VEGF 1.31+0.25 1.02+0.13 <0.01
Ang-1 1.35+0.21 1.06+0.11 < 0.01
Ang-2 1.32+0.12 0.98+0.05 < 0.01
VIP 1.41£0.13 1.12+0.17 <0.01
NPY 0.77£0.19 1.34+0.14 <0.01

spressione di mRNA per il VEGF da parte di placente
provenienti da gravidanze con pre-eclampsia. E inte-
ressante il dato che lo stesso gruppo ha anche dimo-
strato un aumento dei livelli sierici materni di questo
fattore angiogenetico significativamente pil elevato ri-
spetto ai controlli; rispettivamente, nelle gravidanze
con preeclampsia i valori di VEGF sierici materni era-
no compresi tra 10.3 e 64 ng/ml, mentre nei controlli
i valori erano compresi tra 6,3 e 24,3 ng/ml.

Nel gruppo di controllo i valori di NPY prelevati
dal sangue del cordone ombelicale sono risultati si-
gnificativamente pil elevati (111,28+17 pg/ml) di
quelli prelevati da neonati di donne preeclamptiche

(49,65 + 7,01 pg//ml). Abbiamo valutato, inoltre, le
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concentrazioni di VIP nel sangue cordonale di neona-
ti da gravidanze patologiche e di quelli nati dal grup-
po di controllo. Ne ¢ risultato che non ci sono diffe-
renze significative nei due gruppi nel sangue arterioso
cordonale, bensi una differenza significativa ¢ presente
a livello del sangue venoso (p< 0.005). I valori di VIP
risultavano, rispettivamente, 12,6+3,4 pg/ml nel grup-
po di controllo e 28,1+8,4pg/ml nelle pazienti con
preeclampsia e IUGR.

La preeclampsia e 'TUGR sono anche associati a una
diminuizione delle molecole solubili, Tie-2, leganti
Ang-1 e Ang-2. Le concentrazioni medie di Tie-2 nel
sangue materno risultavano essere minori in donne con
gravidanza fisiologica (16,1 ng/ml) rispetto a donne
non in stato di gravidanza (20,2 ng/ml). Ancora diffe-
renti sono le concentrazioni ottenute in caso di pree-
clampsia o IUGR: nel primo caso abbiamo valori medi
di 14.9 ng/ml (p<0.004), in caso di IUGR le concentra-
zioni medie di Tie-2 risultano 10.9 ng/ml (p< 0.001).

Discussione

Questo studio ha dimostrato che nelle placente
umane da gravidanze complicate da [UGR, I'espressio-
ne di fattori angiogenetici e di peptidi vasoattivi con
azione vasodilatante ¢ ridotta rispetto alle placente
normali da gravidanze fisiologiche. Questo potrebbe
indicare che in caso di IUGR, causato verosimilmente
da difetto di placentazione e conseguente ipossia, I fat-
tori angiogenetici risultano essere significativamente
sottoespressi ed il loro contenuto infériore rispetto al-
le placente da gravidanze fisiologiche.

Precedentemente, anche Lyall et al. hanno riscon-
trato una immunolocalizzazionc placentare del VEGF
significativamente ridotta in gravidanze con preeclma-
psia e IUGR rispetto al gruppo di controllo, suggeren-
do che questa riduzionc del VEGF possa essere alme-
no in parte responsabile dellalterazione del processo di
vascolarizzazione caratteristico di queste condizioni.

Détsch et al. hanno riscontrato livelli significativa-
mente inferiori di NPY nelle placente umane da gravi-
danze con preeclampsia e IUGR rispetto alle gravidan-
z¢ tisiologiche, mentre Kokot et al. hanno dosato i li-
velli di NPY ematici non riscontrando significative ri-
duzioni dei livelli di NPY rispetto ai controlli; diverso
invece 1l discorso sui livelli di NPY del sangue nel cor-
done ombelicale di donne con preeclampsia e donne
con gravidanza fisiologica. In un precedente studio,
sono stati riscontrati livelli significativamente pit ele-
vati di VIP nelle gravidanze con preeclampsia rispetto
a quelle fisiologiche, suggerendo che questo potesse es-
sere un potente meccanismo di compenso di perfusio-
ne vascolare utero-placentare. In questo studio effet-
tuato su pazienti affette da IUGR, causato da insuffi-

cienza placentare, appare uno scenario caratterizzato
da una riduzione generalizzata di fattori angiogenetici
e peptidi vasoattivi dilatanti ed un aumento di mole-
cole vasocostrittrici, indicando la presenza di un ridot-
to sviluppo della neoangiogenesi placentare ed una ri-
sposta tendenzialmente vasocostrittrice a livello del-
I'interfaccia materno-fetale.

Inoltre, come precedentemente detto, il VEGF sti-
molerebbe la secrezione di Ang-2 da parte della pla-
centa e 'Ang-1 coadiuverebbe il VEGF nella neoan-
giogenesi placentare. La generalizzata riduzione dei
fattori angiogenetici osservata nell¢ pazienti con gravi-
danza complicata da IUGR indurrebbe ad ipotizzare
un quadro con un primitivo deficit di VEGF e conse-
guente riduzione degli altri fattori angiogenetici valu-
tati. Considerando che ¢ stato diinostrato che 'ipossia
stimola la secrezione d1 Ang-2, come precedentemente
riportato, si pud ipotizzare che in queste pazienti que-
sto meccanismo di compenso possa essere assente o es-
sersi esaurito. Sono stati, infacti, valutati 1 livelli di
Ang-2 nel sangue materno e nel sangue cordonale, ma
i valori ottenuti non sono risultati statisticamente si-
gnificativi. I neuropeptidi vasoattivi sono espressi, ol-
tre che dalle terminazioni nervose, anche da parte del-
la placenta. Questo potrebbe far ipotizzare un loro ef-
fetto diretto sui vasi placentari e la loro azione potreb-
be rappresentare un meccanismo di compenso in caso
di ipossia placentare.

In queste gestanti, anche i neuropeptidi vasoattivi
sembrano indicare un generalizzato stato di ipossia con
assenza o esaurimento dei meccanismi compensativi.
Infatti, 'NPY, che possiede un’azione vasocostrittiva,
risulta significativamente sovraespresso nelle pazienti
con IUGR.

Questi risultati sono in parte in contrasto con i dati
presenti in letteratura. Bisogna considerare che l'insuf-
ficienza placentare, alterazione la cui patogenesi si cerca
di comprendere per poterla prevedere, ha espressioni
cliniche profondamente diverse con gravita differenti.
Puo essere infatti:

a) clinicamente irrilevante, con esito completamen-
te fisiologico della gravidanza e rilevabile esclu-
sivamente con metodiche strumentali (flussi-
metria delle arterie uterine);

b) manifestarsi come preeclampsia;

¢) indurre un rallentamento o un arresto della cre-
scita fetale;

d) presentarsi come associazione di queste due ma-
nifestazioni cliniche.

E facile attendersi dati differenti nell’espressione
dei fattori angiongenetici e dei peptidi vasoattivi a se-
conda delle diverse manifestazioni cliniche e dei diver-
si gradi di gravita della patologia. Le discrepanze sareb-
bero facilmente spiegabili con le diverse popolazioni
osservate.
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Altra ipotesi potrebbe essere che si osservi lo stesso
fenomeno in diverse fasi dell’insufficienza placentare, a
seconda che i meccanismi di compenso siano attivi o si
siano esauriti.

Non ¢ infine da escludere che queste discrepanze
siano dovute a differenze nell’epoca gestazionale alla
nascita (le pazienti con gravidanze complicate da IU-
GR e preeclampsia tendono a partorire prima), nel pe-
so alla nascita e/o nel peso placentare.

Conclusioni

In questo studio abbiamo valutato I'espressione di
fattori angiogenetici e di fattori vasoattivi in pazienti
con gravidanza complicata da preeclampsia e IUGR,
ipotizzando che queste molecole potessero avere un
ruolo nello sviluppo della malattia. Abbiamo rilevato
una riduzione significativa dei fattori angiogenetici e
dei peptidi vasodilatanti, associata ad un aumento del-
I’NPY (peptide vasocostrittore) nelle gravidanze pato-
logiche.
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