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INTRODUZIONE

1) La patologia ipertensiva in gravidanza e la sindrome

preeclamptica

L’ipertensione arteriosa rappresenta il disordine medico piu frequente in
gravidanza con una prevalenza del 7-13% [1]. La definizione di ipertensione
in gravidanza si basa sulla presenza di valori assoluti di pressione arteriosa
(PA) > 140/90 mmHg con una distinzione in forma lieve quando la PA
risulta pari a 140-159/90-109 mmHg e forma severa quando i valori
risultano > 160/110 mmHg [2]. La patologia ipertensiva in gravidanza non
costituisce una singola entita ma comprende lo stato ipertensivo pre-
esistente alla gravidanza (PA > 140/90 mmHg prima della gravidanza o
entro la ventesima settimana di gestazione), I’ipertensione gestazionale (I1G:
PA > 140/90 mmHg dopo la ventesima settimana di gestazione con o0 senza
proteinuria), I’ipertensione pre-esistente con associata ipertensione
gestazionale e proteinuria (quando la patologia ipertensiva preesistente si
complica dopo la ventesima settimana di gestazione per incremento dei
valori pressori e comparsa di proteinuria pari o superiore ai 3 g/die) e lo
stato ipertensivo pre-natale non classificabile (quando la prima misurazione
in assoluto della PA e eseguita dopo la ventesima settimana di gestazione)
[2].

Quando D’ipertensione gestazionale ¢ associata anche ad una proteinuria
significativa (> 300 mg/24 ore o rilievo di uno stick urinario 2+ o
superiore), viene definita preeclampsia (PE) [2].

Nei paesi sviluppati la PE si manifesta nel 2-5% delle gravidanze circa e
rappresenta una causa maggiore di morbilita e mortalita materna e perinatale

[3, 4]. Alcuni dei fattori di rischio per la PE includono la nulliparita, le



gestazioni multiple, una storia di precedenti gravidanze complicate da
preeclampsia, 1’obesita, I’insulino-resistenza, il diabete mellito, I’eta
materna > 40 anni, 1’ ipertensione arteriosa pre-esistente [5].

Le caratteristiche cliniche della patologia possono manifestarsi sia sul
versante materno (ipertensione e proteinuria con o senza ulteriori anomalie
multiorgano) che sul versante fetale con un ritardo di crescita intrauterino
(IUGR) [6]. Quest’ultimo in realta pud presentarsi anche non associato ad
ipertensione gestazionale e preeclampsia ed essere quindi una complicanza
della gravidanza in pazienti normotese.

Il meccanismo fisiopatologico alla base della sindrome preeclamptica non ¢
chiaro. Senza alcun dubbio la placenta ¢ I’organo centrale nella patogenesi
della malattia dal momento che la sua rimozione ne determina la scomparsa
[7]. Un’ ipotesi molto accreditata in questi ultimi anni ¢ quella che prevede
un’anomalia nel processo di invasione delle cellule citotrofloblastiche nelle
arterie spirali (Figura 1) [5]. Durante la normale placentazione le cellule
citotrofloblastiche invadono la parete uterina materna prendendo parte alla
formazione dello strato muscolare liscio ed endoteliale delle arterie della
decidua materna contribuendo in questo modo alla determinazione di un
letto vascolare a bassa resistenza [5]. Nella preeclampsia I’invasione delle
cellule citotrofloblastiche & incompleta con conseguente formazione di un
letto vascolare ad alta resistenza [5]. Tale condizione predisporrebbe la
placenta ad un insulto ischemico cronico con conseguente rilascio di
mediatori chimici che a loro volta sarebbero responsabili di disfunzione
endoteliale e ridotta biodisponibilita di ossido nitrico (Figura 2) [8, 9]. Il
danno multiorgano caratteristico della preeclampsia sarebbe appunto legato

all’alterazione della funzione endoteliale [9-13].



2) Ruolo di GRK2 nell’ipertensione arteriosa essenziale

La chinasi 2 del recettore accoppiato a proteina G (GRK2 o BARKI)
rappresenta un’importante modulatore delle funzioni cellulari. Inizialmente
caratterizzata per la sua azione a livello cardiaco, dove € coinvolta nella
desensibilizzazione e down-regulation del recettore f-adrenergico (B-AR)
cardiaco [14], successivamente sono emerse nuove ed importanti azioni di
tale proteina anche in sedi extra cardiache [15, 16]. Tale chinasi risulterebbe
infatti coinvolta nella patologia ipertensiva come dimostrato dal suo ruolo
nel signaling cellulare responsabile della produzione di ossido nitrico (NO),
principale agente vasodilatatore di origine endoteliale [17] e dalla sua
azione desensibilizzante sul recettore [,-adrenergico che, a sua volta, &
responsabile di vasodilatazione [18]. | livelli di GRK2 risulterebbero
aumentati nella patologia ipertensiva sia in condizioni sperimentali che
nell’uomo [19, 20] e una sua inibizione non selettiva con eparina é stata
associata ad una migliore risposta vaso-dilatatoria beta adrenergica
all’isoproterenolo in vivo, verosimilmente per una riduzione del processo di

desensibilizzazione recettoriale [21].

3) Ipotesi e obiettivi dello studio

Una relazione tra i livelli di GRK2 e I’alterazione delle risposte vaso-
dilatatorie e stata riscontrata nella patologia ipertensiva umana. In questo
studio abbiamo ipotizzato che tale associazione possa essere presente anche
nel tessuto placentare di donne affette da ipertensione gestazionale e
preeclampsia. Per vagliare tale ipotesi abbiamo analizzato i livelli di GRK2
nelle arterie ombelicali di donne con gravidanza complicata da patologia

ipertensiva.



METODI

1) Disegno dello studio e caratteristiche della popolazione

analizzata

In questo studio sono state arruolate, in modo consecutivo, durante un
periodo di osservazione di due anni (a partire da Gennaio 2008), 23 gravide
normotese senza storia di precedente patologia ipertensiva e 21 donne con
gravidanza complicata da ipertensione (13 affette da PE e 8 da IG)
ricoverate presso 1’Unita delle Gravidanze a Rischio del Dipartimento di
Ginecologia ed Ostetricia dell’Universita Federico II di Napoli. Tutte le
pazienti hanno fornito il loro consenso informato prima dell’arruolamento e
lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico dell’Universita Federico II.

La popolazione oggetto dello studio comprendeva inoltre 5 donne con
IUGR non associato ad aumento dei valori pressori. La definizione della
patologia ipertensiva in gravidanza e stata attuata, come sopra indicato,
secondo le linee guida internazionali [2]. La condizione di IUGR é stata
definita in base ai seguenti criteri: misurazione ultrasonografica della
circonferenza addominale fetale inferiore al 10-mo percentile e indice di
pulsatilita dell’arteria ombelicale (PI) superiore al 95-esimo percentile [22].
Come indice di outcome nella popolazione affetta da PE abbiamo impiegato
I’eta gestazionale al momento del parto definendo un gruppo con PE
precoce ed uno con PE tardiva rispettivamente per un parto avvenuto prima

0 dopo la 34-esima settimana [23, 24].



2) Isolamento delle arterie ombelicali e valutazione di GRK2

mediante western blot

Segmenti di arteria ombelicale di 2-3 cm sono stati raccolti dopo parto
cesareo elettivo o in emergenza mediante incisione della gelatina di
Wharton. | campioni cosi ottenuti sono stati congelati a -80°C fino al giorno
del dosaggio proteico. Per ottenere ’estratto proteico totale i campioni sono
stati successivamente scongelati e lisati in un buffer (RIPA-SDS) contenente
50 mmol/L di Tris-HCL (pH 7.5), 150 mmol/L di NaCL 1%, NP-40,
deossicolato 0.25% e sodio ortovanadato 9.4 mg/50 ml [25]. | campioni
sono quindi stati analizzati con la tecnica del Western Blot. Le proteine sono
state cioe separate mediante elettroforesi su SDS/PAGE e trasferite su
nitrocellulosa. L’espressione di GRK2 ¢ stata determinata con 1’impiego di
uno specifico anticorpo primario (Santa Cruz Biotecnology, 1/1000) e di un
anticorpo secondario anti-mouse coniugato con un sistema di detezione
basato sulla perossidasi di rafano (Santa Cruz Biotecnology, 1/2000)
mediante chemioluminescenza standard (PIERCE). L’analisi densitometrica
e stata eseguita mediante software dedicato (Image Quant Molecular
Diagnostic). | livelli della proteina sono stati corretti sull’espressione
dell’actina (Unita Densitometriche Arbitrarie, ADU).

3) Valutazione funzionale mediante B binding recettoriale

Poiché livelli aumentati di GRK2 si associano a desensibilizzazione e down-
regulation dei recettori f-adrenergici (B-ARs) abbiamo valutato la densita di
tali recettori a livello delle arterie ombelicali. Frazioni di membrana ottenute
come descritto precedentemente [26] sono state impiegate per studi di
legame con radioligandi dei B-ARs utilizzando il ligando antagonista non

selettivo dei B-ARs [**I]-Cyanopindololo (**1-CYP). Il legame massimale &



stato misurato impiegando una quantita di **I-CYP che saturava i recettori
su 25ug di proteine isolate. Il legame ¢ stato realizzato per 1 ora a 37°C,
come precedentemente descritto [26]. L’aggiunta di 10uM di Alprenololo
definiva il legame non specifico. L’analisi ¢ stata eseguita per 7 pazienti con

gravidanza complicata e 11 pazienti con gravidanza non complicata.

4) Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata eseguita con il software SPSS 13.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). I valori sono stati espressi come media * errore standard
(ES). 1l test Chi-quadro é stato eseguito per le variabili categoriche mentre il
test ANOVA é stato impiegato per le variabili continue. Per quest’ultime
sono stati anche esegquiti il test di correlazione (Pearson) e di regressione
lineare. Tutte le analisi sono state eseguite con un modello a due code
impiegando un valore di P<0,05 per definire la significativita statistica. |
parametri di outcome materno-fetali considerati sono: eta gestazionale al
momento del parto, proteinuria, peso del neonato alla nascita e indice di

pulsatilita dell’arteria ombelicale.



RISULTATI

1) Caratteristiche cliniche della popolazione analizzata

Le caratteristiche cliniche della popolazione analizzata sono evidenziate in
Tabella 1 e 2. Tutte le donne erano di razza bianca. 11 hanno sviluppato PE
(7 delle quali con IUGR associato), 7 IG (4 delle quali con IUGR associato)
e 3 avevano una condizione ipertensiva preesistente. Il gruppo di donne con
gravidanza fisiologica era del tutto confrontabile per dati anamnestici e
parametri antropomorfici al gruppo di donne con gravidanza complicata.
Tutte le pazienti non erano in travaglio al momento dell’arruolamento e tutte

hanno partorito con taglio cesareo in elezione o in urgenza.

2) Livelli di GRK2 e densita dei recettori § adrenergici

I livelli di GRK2 erano piu alti nel gruppo di donne ipertese quando
confrontati sia con il gruppo di normotese (0.83+0.14 vs 0.48+0.06, unita
densitometriche; p<0.05) che con il gruppo IUGR (0.83+£0.14 vs 0.39+0.16,
unita densitometriche; p<0.05, Figura 3). I livelli di GRK2 nelle donne con
IUGR non risultavano differenti rispetto al gruppo di donne normotese.

Da un punto di vista funzionale abbiamo osservato una maggiore down-
regulation dei B-ARs nelle gravide ipertese (n=7) rispetto alle normotese
(n=11) (7.73£1.36 verso 20.96x7.57 pmol/ug, p<0.05; Figura 4).



3) Correlazione tra i livelli di GRK2 e i valori di pressione

arteriosa ed analisi dei parametri dell’outcome materno-fetale

I livelli di GRK2 sono risultati associati con i valori di pressione arteriosa
sistolica, diastolica e media nei test di correlazione di Pearson (p<0.05) e di
regressione lineare (p<0.05; Figura 5).

Nessun parametro dell’outcome materno-fetale (proteinuria, eta gestazionale
al momento del parto, indice di pulsatilita e peso alla nascita) € risultato in
correlazione con i livelli di GRK2.

I livelli di GRK2 sono risultati essere pero un predittore di PE precoce (eta
gestazionale al momento del parto < 34-esima settimana). Infatti in tale
gruppo di pazienti (N=7) i livelli di GRK2 sono risultati piu bassi rispetto al
gruppo con PE tardiva (N=14; 0.51+0.12 verso 1.08+0.20, unita
densitometriche; p<0.05, Figura 6).
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DISCUSSIONE

Questo studio non solo e il primo a mettere in evidenza una differenza dei
livelli di GRK2 nelle arterie ombelicali di donne gravide affette da disordini
ipertensivi ma ¢ anche il primo ad aver dimostrato ’espressione di tale
chinasi nelle arterie ombelicali. Precedentemente era stata descritta la
presenza di GRK2 nel miometrio, con livelli di tale chinasi che aumentano
durante la gravidanza fisiologica [27-29]. Il nostro studio ha evidenziato per
la prima volta un aumento dei livelli di GRK2 nell’ipertensione gestazionale
suggerendo un ruolo funzionale di tale proteina nel letto vascolare
ombelicale. L’aumento di GRK2 si associa ad una riduzione dei livelli del
recettore B-AR ed un simile risultato é stato evidenziato in soggetti affetti da
ipertensione essenziale [30] dove peraltro tale modificazione funzionale si
associa ad un aumento delle resistenze vascolari. Diversi studi hanno
dimostrato che GRK2 ¢é associata ad incremento delle resistenze vascolari,
caratteristica chiave della patologia ipertensiva, attraverso eventi di
fosforilazione dei recettori accoppiati a proteina G (GPCRs) [19, 21]. Un
altro possibile meccanismo con il quale tale chinasi determinerebbe
incremento delle resistenze vascolari si basa sull’interazione con la
molecola Akt, regolatore chiave della ossido nitrico sintetasi endoteliale
(eNOS) e di conseguenza della produzione del potente agente vasodilatatore
ossido nitrico (NO). GRK2 sarebbe in grado di inibire la produzione di NO
attraverso un inibizione di Akt come dimostrato nei sinusoidi epatici dove,
con tale meccanismo, sarebbe in grado di determinare ipertensione portale
[17]. Nel nostro studio abbiamo ipotizzato che GRK2 potesse essere
responsabile delle aumentate resistenze vascolari presenti nelle arterie
ombelicali di gravidanze complicate da ipertensione. Per testare tale ipotesi
abbiamo ricercato una correlazione tra i livelli della chinasi e un parametro

che esprime appunto le resistenze placentari, I’indice di pulsatilita. Tale
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correlazione non é stata riscontrata nel nostro studio motivo per il quale
GRK2 non sembrerebbe un fattore causale degli elevati livelli pressori
presenti nelle gravidanze complicate da ipertensione. Abbiamo quindi
ipotizzato che GRK2 aumenti in risposta all’aumento dei valori pressori per
compensare un’eccessiva tensione vascolare. In questo senso il suo ruolo sul
processo di desensibilizzazione e down-regulation del recettore B-AR
sarebbe visto come protettivo. A supporto di tale ipotesi ci sono i dati
evidenziati nel gruppo di donne preeclamptiche dove coloro che
partoriscono prima della 34-esima settimana, espressione di una forma
grave di patologia, presentano appunto livelli piu bassi di GRK2. Tale ruolo
protettivo della chinasi puo essere spiegato dalle recenti scoperte sul
coinvolgimento di tale proteina sul metabolismo cellulare. Recentemente é
stato dimostrato che GRK2 riduce 1’up-take di glucosio [31] ed il consumo
di ATP, ponendo la cellula in uno stato di basso livello energetico che ne
favorirebbe la sopravvivenza in condizioni di stress [32].

La funzione del recettore B-AR e stata studiata in gravidanza ma il suo ruolo
nell’arteria ombelicale appare controverso [33-35]. E’ stato sostenuta
I’ipotesi che la disfunzione adrenergica della PE possa essere legata al
signaling del recettore B-AR. Tuttavia un’alterazione del meccanismo si
segnale non & mai stata indagata. Aumentati livelli di GRK2 potrebbero
favorire meccanismi di segnale indipendenti dal cCAMP e dipendenti invece
dalla B-arrestina in risposta alla stimolazione -adrenergica [36]. Le GRKs
sono state inoltre riscontrate nel miometrio dove sono coinvolte nel
meccanismo di contrazione uterina sia in modelli in vitro che in modelli
sperimentali animali [28, 29]. Questi risultati mostrano che durante il parto
il miometrio presenta elevati livelli di GRK2 in risposta ad un’intensa
stimolazione dei GPCRs come ad esempio il recettore istaminico H1. |
nostri risultati sono originali perché analizzano i livelli di GRK2 in una
differente sede (arteria ombelicale) dell’unita materno-fatale e perché le

nostre donne non erano in travaglio al momento dell’arruolamento per cui €
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improbabile che ci siano fattori confondenti sulla nostra analisi. Il ritardo di
crescita intrauterino, I’ipertensione gestazionale e la preeclampsia hanno
comuni caratteristiche patogenetiche [37]. In questo studio i livelli di GRK2
non risultano modificati nelle gravidanze con IUGR isolato. Questo dato
rappresenta un ulteriore contributo all’ipotesi dell’associazione, in senso
protettivo, di GRK2 con elevati valori pressori nella PE.

Il limite piu importante dello studio é costituito dalla piccola numerosita del
campione e dalla sua eterogeneita. Un campione piu grande e necessario per
valutare la risposta materna all’ ipertensione ed allo sviluppo di preeclmpsia
testando ad esempio i livelli di GRK2 nel sangue materno. E’stato infatti
dimostrato in precedenti studi una correlazione tra i livelli di GRK2 nei
linfociti circolanti nel sangue periferico e i livelli tissutali della chinasi [38].
Un altro limite da sottolineare & che I’analisi dei livelli proteici & stata
compiuta sulla componente vascolare fetale piu che materna, che
rappresenta invece, come dimostrato in diversi studi, il sito dove si realizza
la principale anomalia responsabile del ridotto apporto di sangue
caratteristico della PE cio¢, I’ incompleto rimodellamento delle arterie
spirali con generazione di un letto vascolare ad alta resistenza [39]. E’
necessario inoltre meglio definire il ruolo di GRK2 come fattore indicativo
della disfunzione endoteliale caratteristica della PE oppure come molecola
spia di un meccanismo di protezione fetale in risposta ad un incremento
delle resistenze vascolari placentari.

GRK2 inoltre non é stata studiata sui linfociti materni del sangue periferico.
Tale analisi consentirebbe uno studio dei livelli proteici nelle diverse fasi
della gravidanza fornendo uno strumento per scopi diagnostici e/o

terapeutici.
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LEGENDE

FIGURA 1, da [5]: processo di placentazione durante gravidanza
fisiologica e nella preeclampsia.

Durante la normale placentazione (in alto) le cellule citotrofloblastiche di
derivazione fetale invadono le arteria spirali materne trasformando queste
ultime in vasi a bassa resistenza ed alta capacitanza per garantire un
adeguato apporto di nutrienti al feto. Durante tale fenomeno le cellule
citotrofloblastiche perdono il fenotipo epiteliale per acquisire un fenotipo
endoteliale in un processo definito pseudovasculogenesi.

Nella preeclampsia (in basso) le cellule citotrofloblastiche invadono le
arterie spirali in modo parziale determinando cosi la persistenza di un letto

vascolare ad elevata resistenza.

FIGURA 2, da [8]: modificazioni vascolari durante una gravidanza
normale ed in corso di preeclampsia.

Durante una gravidanza fisiologica (a sinistra) si verifica un aumento
dell’attivita della ossido nitrico sintetasi (NOS) e della cicloossigenasi
(COX) con conseguente aumento del rilascio di ossido nitrico (NO) e
prostacicline (PGI2). Entrambe le molecole determinano vasodilatazione
per rilassamento della muscolatura liscia.

Nella preeclampsia (a destra) si verifica la secrezione di citochine che
inibiscono la produzione dei fattori endoteliali ad azione vasodilatatoria con
conseguente riduzione del rilassamento della muscolatura liscia. Tali
citochine inoltre stimolano la produzione di sostanze ad azione vaso
costrittiva come 1’endotelina (ET-1) ed il trombossano (TXA2)
determinando quindi come risultato finale un incremento delle resistenze

vascolari e della pressione arteriosa.
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FIGURA 3: analisi densitometrica dei western blot eseguiti su arterie
ombelicali di differenti gruppi di pazienti.

I livelli di GRK2 sono stati corretti con quelli di actina ed espressi come
unita densitometriche. 1 livelli di GRK2 per ciascun gruppo sono espressi
come media + ES. (*p<0.05 verso le normotese).

CDU: unita densitometriche corrette; IUGR: ritardo di crescita intrauterino,

GRK2: chinasi 2 del recettore accoppiato a proteina G, ES: errore standard.

FIGURA 4: analisi della densita dei recettori B-ARs.
I dati sono espressi come media + ES. (*p<0.05). B-ARs: recettori 3

adrenergici.

FIGURA 5: analisi di regressione lineare dei parametri di pressione arteriosa
con i livelli di GRK2.

(a) Analisi di regressione lineare tra pressione arteriosa sistolica e i livelli di
GRK2 (r,=0.12, p<0.05); (b) analisi di regressione lineare tra pressione
arteriosa diastolica e i livelli di GRK2 (r,=0.11, p<0.05); (c) analisi di
regressione lineare tra pressione arteriosa media e i livelli di GRK2
(r,=0.12, p<0.05).

GRK2: chinasi 2 del recettore accoppiato a proteina G.

FIGURA 6: livelli di GRK2 in donne affette da PE precoce e PE o IG
tardiva. | livelli di GRK2 sono espressi come media + ES delle unita
densitometriche. (*p<0.05).

CDU: unita densitometriche corrette; PE: preeclmpsia, IG: ipertensione
gestazionale. La PE precoce € definita in relazione all’eta gestazionale del

parto (prima della 34-esima settimana).
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Tabella 1-Caratteristiche cliniche della popolazione analizzata

Caratteristiche

Media (ES)/n% PE/IG PE precoce PE tardiva/IG IUGR Normotese P
Donne 21 7 14 5 23 NS
Eta materna (anni) 33(1) 30 (3) 32(3) 28 (3) 32(1) NS
Peso (Kg) 66 (3) 68 (7) 65 (4) 56 (2.7) 63 (2) NS
Altezza (m) 1.6 (0) 1.6 (0) 1.6 (0) 1.6 (0) 1.6 (0) NS
IMC (kg/m?) 26 (6) 26 (7) 24 (5) 21 (1) 24 (1) NS
Nullipare 18 (86) 7 (100) 11 (79) 5 (100) 20 (87) NS
Fumatrici 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (20) 1(4) NS
g&gg;:tig:tiif“”i‘:he 4 (19) 1(14) 3(21) 0(0) 0 (0) NS
Precedenti gravidanze 2.(9) 2 (29) 0(0) 0(0) 2 (9) NS

complicate”

IMC: indice di massa corporea
% ipertensione cronica, malattie renali, trombofilia

® morte fetale intrauterina, preeclampsia, ipertensione gestazionale, sindrome HELLP, distacco parziale o completo della placenta, parto prematuro



Tabella 2-Caratteristiche cliniche e parametri dell’outcome materno-fetale

Caratteristiche

Media (ES)/n% PE/IG PE precoce PE tardiva/IG IUGR Normotese
Donne 21 7 14 5 23
Pressione arteriosa sistolica 149 (4)* ** 149 (8)* ** 149 (4)* ** 115 (4) 115 (3)
(mmHg)

Pressione arteriosa diastolica - ox - ox - ox

(mmHg) 94 (2)*, 91 (4)*, 96 (2)*, 72 (8) 74 (2)
Proteinuria (mg/24 ore) 1356 (480)*,** 1771 (1223)*** 1148 (420)*** 160 (40) 110 (4)
Eta gestazionale al parto - - * *

(settimane) 34 (1) 31 (1) 36 (1) 33 (4) 39 (0)
Peso del neonato allanascita 4 g43 19q) 1104 (147)* 2198 (235)* 1402 (296)* 3010 (91)
(grammi)

Complicazioni ostetriche® 1(0) 1(0) 0 (0) 0 (20) 0 (0)

# distacco di palcenta (n=1)

*p<0.05 verso gruppo normotese, **p<0.05 verso gruppo IUGR
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