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SUMMARY 

 

Low uteroplacental blood flow has been implicated as a cause of pregnancy 

hypertension and intrauterine fetal growth retardation. A successful  pregnancy 

outcome requires a sufficient uteroplacental blood flow, which increases of many 

fold compared to the non pregnant levels. This significant increase is achieved in part 

by vasodilation of the uterine vasculature because pregnancy induces a physiological 

remodelling of the maternal uterine circulation. Estrogen may contribute to this 

effect although the mechanisms involved remain unclear. It is known that estrogen 

receptor-α and estrogen receptor-β in the uterine vascular endothelium are both 

functionally implicated in the regulation of the uterine blood flow but so far nothing 

is known about the novel G-protein coupled estrogen receptor (GPER) in the uterine 

vasculature. GPER has been identified in many vascular bed exerting its potential 

vasorelaxing effect.  

The aim of this study was to investigate the function of GPER in the regulation of the 

uterine vascular tone during pregnancy.  

Experiments were carried out on mesenteric arterioles and uterine radial arteries 

isolated from both non-pregnant (NP) and age-matched pregnant (P) Sprague 

Dawley rats to compare reproductive and systemic vasculature effect. 

Arterial segments were pressurized to 50 mmHg in the pressure myography, 

preconstricted of 40% with phenylephrine and then incubated with incremental doses 

(10-12-10-6 M) of the specific GPER agonist, G-1.  

A dose-response curve was obtained for G-1 in the 1 pM – 1 µM range with a 

maximum vasodilation of uterine arteries of 97,8 ± 2,5% in P vs 66,5 ± 3,7% in NP, 

p<0.001. 

G-1 vasorelaxing effect was similar in pregnant (45,5 ± 6,1%) and non-pregnant 

(53,6 ± 2,3%) mesenteric arteries. Pregnancy induced a significantly higher G-1 

vasodilation only in uterine artery and its protein expression was also increased. G-1 

effect was significantly reduced by the GPER antagonist, G-15.  

The NOS inhibitors, L-NAME+L-NNA or endothelium removal reduced the G-1 

induced relaxation of uterine artery, suggesting an endothelium-dependent 

mechanism, involving cGMP pathway but not BKca channels.   
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Immunohistochemistry revealed the GPER expression in the main uterine artery of 

both eNOS-/- and wild type pregnant  mice. This receptor was functionally activated 

in a dose response manner with a significant less effect in knock out mice, showing 

the relevance of the NO in GPER pathway. GPER is also present in human chorionic 

plate arteries and its activation induces a slight vasodilation. 

These results demonstrate for the first time that GPER may have a role in regulating 

vascular tone, placental perfusion and normal fetal development, suggesting a 

potential therapeutic target in pregnant diseases. 
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1. INTRODUZIONE 

1.1 Rimodellamento della vascolatura uterina e mesenterica associato 

alla gravidanza 

 

Il normale decorso della gravidanza è noto indurre rapide, progressive e sostanziali 

variazioni a carico del sistema cardiovascolare (Morris et al., 2015).  

La gravidanza è di fatto associata ad un drammatico aumento del flusso sanguigno 

uterino che consente l’adeguato apporto di ossigeno e nutrienti al feto, di vitale 

importanza per il successo della crescita e dello sviluppo del nascituro (Magness, 

1999; Meschia, 1983; Ramsey, 1973). Poiché la pressione di perfusione uterina 

cambia molto poco durante la gravidanza, è necessario si verifichi una significativa 

riduzione della resistenza vascolare uterina, attraverso la combinazione di variazioni 

funzionali (vasodilatazione) e strutturali (crescita e rimodellamento) (Magness, 1999; 

Meschia, 1983; Ramsey, 1973; Osol et al.,1993; Cipolla et al.,1994). 

Il processo di rimodellamento vascolare, condicio sine qua non per il normale 

decorso della gravidanza nei mammiferi, implica meccanismi tridimensionali di 

allargamento circonferenziale e allungamento assiale, variazioni di proprietà 

biomeccaniche e caratteristiche vascolari basilari (shear stress, ossido di azoto, fattori 

di crescita endoteliale vascolare e placentare, sistema renina-angiotensina), 

meccanismi cellulari d’invasione trofoblastica, iperplasia, ipertrofia e cambiamenti 

nella composizione della matrice extracellulare.  

A questi si aggiungono alterazioni della funzione cellulare secretoria, delle proprietà 

contrattili della muscolatura liscia e l’up-regolazione delle influenze vasodilatatrici 

endoteliali che contribuiscono, nel complesso, all’aumento del flusso sanguigno 

uteroplacentare, attraverso variazioni del tono e della struttura vascolare (Mandalà et 

al., 2012). 

L’interfaccia materno-fetale, adibita al controllo dello scambio di nutrienti, gas e 

prodotti di rifiuto, richiede la formazione di un complesso sistema di trofoblasti, 

cellule placentari di lignaggio epiteliale, la cui differenziazione è essenziale per il 

rimodellamento delle arterie uterine e la funzione della placenta (Aghababaei et al., 

2014). La mancata invasione della decidua dell’utero materno da parte dei trofoblasti 

può causare complicazioni della gravidanza clinicamente importanti, come il parto 

pretermine, il diabete gestazionale, la preeclampsia e la restrizione della crescita 

fetale. 
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I trofoblasti extravillosi invasivi, derivanti da una sottopopolazione di citotrofoblasti 

localizzata alle punte dei villi di ancoraggio placentari, che subisce una transizione 

epitelio-mesenchimale, allontanandosi dai villi invadono in profondità l’endometrio e 

il miometrio (Chen et al., 2012), avendo come target specifici due grandi assi: quello 

endovascolare, attraverso il lume delle arteriole spirali della decidua uterina e quello 

interstiziale, attraverso il tessuto materno (Pijnenborg et al., 2006). 

Durante il corso della gravidanza, sono dunque le piccole arterie spirali ad essere 

profondamente trasformate in vasi più grandi a forma d’imbuto, a seguito 

dell’invasione trofoblastica, garantendo il necessario apporto sanguigno alla placenta 

(Ramsey, 1973;  Meschia, 1983; Brosens et al., 1972; Brosens et al., 2002; Roberts, 

1998), tuttavia, il processo di rimodellamento vascolare delle arteriole radiali è 

tutt’oggi oggetto d’interesse e studio.  

Sebbene il rimodellamento vascolare sia particolarmente marcato a livello locale, 

nella vascolatura uterina, è stata testata l’ipotesi di come anche la vascolatura di 

resistenza sistemica, a livello mesenterico, vada incontro a significative alterazioni 

delle proprietà meccaniche passive e delle proteine della matrice extracellulare 

(Mackey et al., 1992), dimostrando differenze regionali nei meccanismi d’azione 

(Osol G et al., 2008). Questo supporta il concetto che il rimodellamento della parete 

arteriosa nel sistema vascolare periferico potrebbe essere un componente degli 

adattamenti cardiovascolari che si manifestano in gravidanza (Mackey et al., 1992). 

Inoltre, poiché il rischio di patologie tipicamente gestazionali, come la preeclampsia, 

è più elevato nelle donne primipare e diminuisce successivamente, questo fenomeno 

suggerirebbe che l’adattamento associato alla prima gravidanza attenua il rischio di 

successive gravidanze associate ad ipertensione (Morris et al., 2015).  

 

 

1.1.1   Anatomia vascolare dell’utero  

 

Nella maggior parte dei mammiferi, inclusa la specie umana (Fig.1A), il sangue è 

trasportato all’utero in modo bidirezionale, attraverso un ciclo arterioso anastomotico 

doppio in cui una estremità (le due arterie ovariche) origina dall’aorta e l’altra (le 

arterie uterine) dalle arterie iliache interne.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osol%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18192215
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Tale disposizione anatomica bilaterale, di contro a quella lineare, fornisce all’utero 

una doppia fonte di sangue e una considerevole ridondanza in caso di occlusione. 

Dall’arteria principale utero-ovarica nascono vasi perpendicolari che passano nel 

corpo dell’utero per formare le arterie arcuate. Queste circondano l’organo 

all’interno del miometrio, appena sotto la sua superficie sierosa (esterna) e da esse si 

dipartono arterie radiali più piccole che penetrano il miometrio in maniera centripeta, 

prima di ramificarsi in arteriole basali e spirali all’estremità mio-endometriale.  

Le prime si diffondono a formare una rete lungo il confine mio-endometriale, mentre 

le seconde penetrano ulteriormente nell’endometrio e terminano vicino alla cavità 

uterina in capillari che sono, a loro volta, drenati da venule che si fondono in vene 

più grandi. 

Nell’utero dei roditori (Fig.1B) l’arteria e la vena utero-ovarica principale decorrono 

parallele alla parete uterina entro un foglio planare di tessuto connettivo chiamato 

mesometrio, i cui vasi sono perfusi dal sangue arterioso proveniente da entrambe le 

estremità uterina e ovarica, secondo un flusso bidirezionale. 

Vasi secondari, analoghi alle arterie arcuate negli esseri umani, possono formare con 

l’arteria principale una sorta di anelli ridondanti, collegati con la parete uterina dalle 

arterie radiali terziarie. Queste ultime, definite anche mesometriali o segmentali, 

possono essere ulteriormente classificate in base alla loro destinazione come 

premiometriali o preplacentari. Le arterie radiali premiometriali entrano nella parete 

uterina tra i siti placentari e si ramificano nel plesso arterioso intrauterino che 

rifornisce il miometrio, mentre le arterie radiali preplacentari si dilatano prima di 

afferire alla placenta attraverso il processo di invasione trofoblastica endovascolare. 

Oltre a presentare patterns distintivi del rimodellamento durante la gestazione le 

arterie premiometriali, rispetto alle preplacentari, hanno anche dimostrato diversi 

modelli di reattività. 

Negli ungulati, invece, quali la pecora o il maiale, l’arteria uterina principale ha 

origine dal ramo ombelicale dell’arteria iliaca interna e si divide in quattro rami 

principali che anastomizzano con i vasi controlaterali lungo la curvatura minore del 

corno uterino. Questi danno origine ai vasi a spirale ramificati che corrono lungo la 

superficie ventrale e dorsale dell’utero a formare le arterie arcuate, con rami più 

piccoli (arterie radiali) che penetrano il miometrio e terminano in arteriole all’interno 

dell’endometrio.  
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Figura 1: Anatomia comparativa della circolazione uterina nella specie umana (A) e nei roditori (B) 

(Osol and Mandalà, 2009). 

 

Più in particolare, mentre gli esseri umani e i roditori presentano una placentazione 

di tipo emocoriale (avendo bassa resistenza), la placenta degli ungulati è 

epiteliocoriale, quindi più simile ad un vero microcircolo. Ad ogni modo, negli esseri 
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umani, così come nelle altre specie l’utero è drenato da un sistema venoso parallelo 

all’albero arterioso. 

 

 

1.1.2   Emodinamica dell’utero in gravidanza  

 

Nella donna e in animali da esperimento, come i roditori, il flusso sanguigno 

uteroplacentare aumenta notevolmente rispetto ai livelli dello stato non gravido e 

oltre il 90%, con l’avanzare della gravidanza è diretto alla placenta (Dowell and 

Kauer, 1997; Rosenfeld et al., 1974; Lees et al., 1971).  I cambiamenti emodinamici 

sono principalmente dovuti alla profonda riduzione della resistenza vascolare uterina, 

che si realizza attraverso la combinazione del rimodellamento espansivo (crescita 

vascolare) e della maggiore vasodilatazione (variazioni funzionali nella reattività) 

(Mandalà et al., 2012). 

I primi studi condotti sugli umani (Assali et al., 1953; Assali et al. 1960; Metcalfe et 

al., 1955) utilizzando il principio dell’equilibrio di diffusione e sonde 

elettromagnetiche posizionate direttamente sull’arteria uterina hanno riportato che il 

flusso sanguigno utero-placentare (UPBF) totale aumenta da un valore base di 20-50 

ml/min a 450-800 ml/min in gravidanze singole, con valori superiori a 1 l/min 

misurati in gravidanze gemellari.  

Poiché la pressione sanguigna normalmente diminuisce o rimane invariata durante la 

gravidanza, le variazioni dell’emodinamica uterina sono principalmente influenzate 

da una profonda diminuzione della resistenza vascolare uterina. Da un punto di vista 

sistemico, l’aumento di UPBF è facilitato dalla combinazione di un sostanziale 

aumento della gittata cardiaca e dall’espansione del volume vascolare, che sono 

caratteristici nella gestazione in ogni specie studiata (Thornburg et al., 2000).  

Negli esseri umani (Assali et al., 1960; Thaler et al., 1990) e nei porcellini d’India 

(Bjellin et al., 1975) l’aumento di UPBF è graduale e piuttosto lineare, mentre nel 

ratto, che ha una gestazione di 22 giorni, è rilevabile intorno a giorno 15 o ultimo 

“trimestre” di gestazione (Dowell and Kauer, 1997). A livello del miometrio, il 

flusso sanguigno totale aumenta in proporzione alla massa uterina, mentre il flusso di 

sangue uterino relativo può fluttuare e diminuire (Bjellin et al., 1975; Rosenfeld, 

2001; Whitney et al., 1993) o rimanere pressoché costante (Dowell and Kauer, 1997; 

Ford et al., 1984) durante la gravidanza.  



 

8 
 

Nei mammiferi con placentazione emocoriale (roditori e umani) in cui la pressione 

intraplacentale creata dal sangue materno che occupa lo spazio intervilloso deve 

essere mantenuta abbastanza bassa per evitare la compressione dei vasi fetali (nei 

roditori) e intravillosi (umani), la resistenza vascolare uterina è fornita 

principalmente dai vasi a monte (Moll et al., 1975) dell’arcata mesometriale. 

In tali soggetti, per passare dal compartimento materno a quello fetale una molecola 

deve attraversare solo due strati cellulari fetali, i trofoblasti e l’endotelio extravilloso. 

Al contrario, negli animali con placentazione epiteliocoriale, come il maiale, il 

sangue materno e fetale fluiscono attraverso piccoli vasi tra loro separati ma in stretta 

apposizione. Il sito di scambio di gas e nutrienti è compreso tra le due 

microvascolature e, considerata la maggiore resistenza e l’aumento del numero degli 

strati cellulari che le separano, la pressione intraluminale della placenta 

epiteliocoriale risulta significativamente maggiore di quella emocoriale (Moll et al., 

1973). 

 

 

1.1.3   Patterns del rimodellamento circonferenziale 

 

Dal punto di vista strutturale, il rimodellamento circonferenziale descrive variazioni 

del diametro luminale e dello spessore della parete vascolare in risposta a stimoli 

fisiologici o patologici (Marchi et al., 2011).  

In base all’aumento o alla riduzione del diametro del lume può essere rivolto verso 

l’esterno o verso l’interno mentre, qualora lo spessore della parete vascolare si 

riduca, aumenti o rimanga invariato può essere definito, rispettivamente, ipo-, iper- o 

eutrofico (Mulvany, 1999). E’ un assunto comune che le variazioni dell’area della 

sezione trasversa indichino variazioni dello spessore della parete, qualora la 

lunghezza del vaso non sia alterata (Osol and Mandalà, 2009). 

Caratteristico della gravidanza è il rimodellamento ipertrofico verso l’esterno 

(outward hypertrophic), che risulta in un aumento del diametro del lume, a 

prescindere dallo spessore della parete, poiché l’area della sezione trasversa risulta 

aumentata (Fig. 2). 
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Figura 2: Patterns bidimensionali del rimodellamento arterioso (Osol and Mandalà, 2009). 

 

 

Studi in letteratura su diversi animali sperimentali riportano che il diametro 

dell’arteria uterina aumenta in generale anche da due a tre volte (Annibale et al., 

1990; Griendling et al., 1985; Guenther et al., 1988; Keyes et al., 1997; Mateev et al., 

2006; Moll, 2003; Nienartowicz et al., 1989; Palmer et al., 1992; van der Heijden et 

al., 2005; van der Heijden et al., 2004). L’allargamento del calibro arterioso si 

verifica molto spesso con un ridotto o assente ispessimento della parete vascolare 

(Annibale et al., 1990; Osol and Cipolla, 1993), con l’unica apparente eccezione nel 

topo in cui lo spessore della parete aumenta significativamente durante il corso della 

gestazione (van der Heijden et al., 2005(a); van der Heijden et al., 2005(b). 

In uno studio condotto sulle arterie radiali miometriali di donne affette da 

preeclampsia (Ong et al., 2005), il pattern di rimodellamento riporta un lume più 

piccolo e una parete più spessa, senza variazioni nell’area della sezione trasversale, 

suggerendo un riarrangiamento degli elementi della parete preesistenti e un 

rimodellamento eutrofico verso l'interno (inward eutrophic). 

Sebbene le variazioni della lunghezza venosa o arteriosa si verificano raramente 

nell’adulto, la circolazione uterina durante la gravidanza è un’eccezione pertinente e 
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degna di nota poichè i vasi esistenti subiscono un notevole allungamento (Osol and 

Mandalà, 2009). 

Poiché la tunica media occupa la maggior parte della parete, l’allargamento luminale 

sarebbe dovuto all’aumento della lunghezza delle cellule muscolari lisce vascolari, 

secondo un meccanismo di ipertrofia assiale. Dati di letteratura riportano un aumento 

del 20% della lunghezza delle cellule muscolari lisce, a riposo, dei vasi arcuati di 

ratte gravide rispetto a ratte vergini non gravide (Cipolla and Osol, 1994); nei 

porcellini d’India (Hees et al., 1987), tale aumento è di circa l’86% (21-39 µm), 

associato ad un analogo aumento dello spessore cellulare del 108% (4.6-9.6 µm). 

Nella donna, al fine di accomodare l’unità fetoplacentare sono necessarie la crescita 

assiale delle arterie arcuate così come l’allargamento circonferenziale dell’utero. 

Resta da chiarire se questo processo è mediato realmente dalla crescita longitudinale 

o, piuttosto, dal progressivo stiramento delle arterie spirali poiché la tortuosità è 

caratteristica dell’anatomia della vascolatura uterina umana (Farrer-Brown et al., 

1970 (1); Farrer-Brown et al, 1970 (2)). 

Al contrario, in mammiferi che partoriscono numerosi piccoli, come il topo e il ratto, 

la crescita assiale dell’arteria uterina principale è chiaramente evidente e la sua 

lunghezza utero-ovarica raddoppia o triplica al termine della gravidanza rispetto allo 

stato di non gravidanza, così come nel porcellino d’India (Nienartowicz et al., 1989). 

Anche i vasi mesometriali (arcuati e radiali) presentano un aumento della lunghezza 

da tre a cinque volte (Moll et al., 1983; Osol and Cipolla, 1993). Tenendo conto del 

rimodellamento circonferenziale e assiale, il reale aumento della massa della parete 

dell’arteria uterina nel ratto è dell’ordine del 300-700%. 

È interessante considerare anche il peso del rimodellamento circonferenziale rispetto 

a quello assiale circa l’emodinamica uterina in quanto, gli aumenti in lunghezza 

risulterebbero in influenze opposte alla resistenza rispetto ai casi in cui il diametro 

aumenta. Infatti, il rapporto tra la lunghezza e la resistenza è lineare, mentre il 

rapporto tra il diametro (o raggio) e la resistenza è inverso e quadratico, come 

espresso nella legge di Poiseiulle che correla le variazioni della lunghezza del vaso, 

del diametro e della viscosità del sangue alla resistenza del flusso alterato secondo la 

seguente formulazione matematica: 

R = εL / r4 

dove R è la resistenza, ε la viscosità, L la lunghezza, ed r il raggio interno.  
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Tralasciando le modificazioni di tono e reattività, l’effetto combinato del raddoppio 

sia della lunghezza che del diametro di un tubo sarebbe teoricamente quello di 

ridurre la resistenza di un fattore 8 e, in assenza di cambiamenti della viscosità o 

della crescita di nuovi vasi, di indurre un corrispondente aumento del flusso 

sanguigno. Chiaramente, il rimodellamento circonferenziale espansivo e la riduzione 

della resistenza distale dovuta alla placentazione esercitano un effetto sinergico che 

può risultare in aumenti di UPBF di molte volte. Infine, ulteriori fattori reologici, 

quali la riduzione della viscosità del sangue (Oosterhof et al., 1993), si verificano 

durante la gravidanza contribuendo a ridurre la resistenza al flusso sanguigno 

secondo la legge di Poiseiulle.  

Durante la gravidanza, anche le proprietà biomeccaniche dei vasi uterini si 

modificano in modo significativo. Nell’arteria uterina principale delle pecore, la 

massa muscolare liscia vascolare e il contenuto proteico, comprese actina e miosina, 

raddoppiano, con un corrispondente aumento del volume cellulare (Annibale et al., 

1990). Oltre all’ipertrofia cellulare, vi è anche una forte evidenza di iperplasia della 

parete vascolare, dovuta all’aumento del tasso di divisione delle cellule muscolari 

lisce in vene e arterie uterine di ratti e porcellini d'India (Cipolla and Osol, 1994; 

Cipolla et al., 1997; Hammer and Cipolla 2005; Keyes et al., 1996; Keyes et al., 

1997; Page et al., 2002). Le variazioni dell’ultrastruttura del muscolo liscio sono 

associate all’aumento della tensione per l’area della sezione trasversale. 

Da uno studio condotto nel 1985 da Griendling et al., l’incremento passivo del 

modulo elastico, che descrive il rapporto tra lo sforzo applicato e la deformazione 

che ne deriva, aumenta da 4 a 29 dyn/cm2 nelle arterie uterine principali di pecore in 

gravidanza prossime al termine, rispetto alle non gravide (Griendling et al., 1985). 

Poiché questo è espressione del rapporto tra tensione e deformazione, i valori più alti 

indicano un materiale meno conforme, dati indicativi di un aumento della rigidità 

arteriosa e diminuzione della compliance. Nello stesso studio, tuttavia, la 

distensibilità arteriosa come funzione della pressione risulta chiaramente aumentata, 

in accordo con la distensibilità delle arterie uterine principali di cavie gravide (Keyes 

et al., 1997; Mateev et al., 2006). Nei ratti, le arterie arcuate e radiali sono molto più 

distensibili durante la gravidanza (Osol et al., 1993; Page et al., 2002) e nel coniglio, 

le arterie radiali preplacentari risultano  significativamente molto più distensibili dei 

vasi premiometriali (Cipolla et al., 1997). 

Più comunemente, le variazioni della compliance sono attribuite ad alterazioni del 

volume della matrice extracellulare, alla sua composizione e all’orientamento delle 

https://it.wikipedia.org/wiki/Azione_esterna
https://it.wikipedia.org/wiki/Deformazione
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fibre di collagene ed elastina, con alcune differenze in base alla specie, come ad 

esempio, nelle arterie uterine principali di ovini (Griendling et al., 1985) e suini 

(Guenther et al., 1988) ove il contenuto di collagene diminuisce significativamente 

senza cambiamenti nell’elastina.  

Al contrario, Robertson e Manning (Robertson and Manning, 1973) hanno riportato 

una riduzione del contenuto di elastina delle arterie spirali di donne in gravidanza e, 

nei ratti, il significativo aumento della distensibilità circonferenziale correla con la 

riduzione del contenuto di elastina nella vena uterina principale (Page et al., 2002). 

Così come le arterie, anche le vene vanno incontro al processo di rimodellamento 

espansivo. Il diametro della vena uterina principale, completamente distesa, nei ratti 

in gravidanza aumenta di circa il 65 %  rispetto alla non gravidanza (1.576 µm vs 

956 µm); la lunghezza raddoppia (Page et al., 2002). A questo si associa l’aumento 

della distensibilità, dell’indice mitotico delle cellule endoteliali e del muscolo liscio e 

la riduzione del contenuto di elastina. 

Da uno studio condotto da Mackey e collaboratori nel 1992 sulle arterie di resistenza 

mesenteriche di ratto, la distensibilità risulta aumentare durante la gestazione. Al 

termine della gravidanza, la relazione tensione-deformazione e il modulo elastico 

indicano una riduzione della rigidità della parete e, con essa, una riduzione della 

concentrazione di elastina e collagene del 15% e del 19% rispettivamente (Mackey et 

al., 1992), contribuendo alla riduzione delle risposte vasocostrittorie. 

La durata e il modello di rimodellamento possono anche essere caratteristici della 

dimensione e della localizzazione del vaso e variare tra le specie. I risultati di uno 

studio condotto in ratti suggeriscono che il rimodellamento può iniziare nei vasi più 

piccoli, prossimali ai siti di placentazione o alla parete uterina e poi, al progredire 

della gravidanza, procede verso i vasi a monte, di calibro maggiore (Cipolla and 

Osol, 1994).   

Oltre all’influenza dell’età gestazionale e della specie sulla natura e sull’estensione 

del rimodellamento, sono state notate alcune differenze nei vasi di diverse 

dimensioni, tipo e posizione. Ne sono esempio i vasi preplacentari, che aumentano in 

dimensioni più dei premiometriali (Fig. 3) nei conigli (Cipolla et al., 1997) e nei ratti 

(Gokina et al., 2003; Hammer and Cipolla, 2005) e potrebbero mostrare anche 

differenze significative nei tassi di divisione cellulare, distensibilità e reattività. I vasi 

preplacentari del mesometrio si dilatano progressivamente man mano che si 

avvicinano alla placenta, maggiormente all’estremità distale rispetto a quella 

prossimale.  
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Figura 3: Segmento del mesometrio uterino di un ratto a 20 giorni di gravidanza. RA = arteria 

radiale prossimale, PPL = arteria preplacentare, PMM = arteria premiometriale (Osol and Mandalà, 

2009). 

 

 

La porzione prossimale dei vasi, nel processo di rimodellamento, mediante 

l’allargamento e l’allungamento vascolare, preserva i suoi elementi funzionali 

contrattili; viceversa, la porzione distale del vaso pre-placentare si allarga ma perde 

completamente la sua capacità contrattile, presumibilmente a seguito dell’ invasione 

trofoblastica endovascolare che distrugge gli elementi muscolari intramurali 

(muscolatura liscia vascolare) (Pijnenborg et al., 1981). Queste variazioni sono 

drammatiche specialmente nel porcellino d’India, con aumenti di tre volte nella 

circonferenza per tutta la lunghezza del singolo vaso durante la gravidanza.  

Differenze strutturali localizzate potrebbero anche essere relate al diverso tasso di 

shear stress, un meccanismo implicato nel processo di rimodellamento espansivo o, 

nel caso delle arterie spirali immediatamente prossimali alla placenta, all’invasione 

trofoblastica associata alla placentazione (Osol and Mandalà, 2009).   
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1.2   Meccanismi responsabili del rimodellamento vascolare  

 

Nella donna, durante una gravidanza normale, all’aumento dell’ output cardiaco e  

del volume sanguigno si contrappone la riduzione della pressione arteriosa, che 

raggiunge il suo valore più basso nel secondo trimestre (Halligan et al., 1993). Questi 

adattamenti sono dovuti alla sostanziale riduzione della resistenza vascolare 

periferica, i cui pathways fisiologici sono corrente oggetto di ricerca, necessari per 

consentire il considerevole incremento del flusso sanguigno dell’unità feto-

placentare. Adattamenti vascolari anormali in gravidanza sono, di fatto, associati a 

complicazioni come la proteinura e l’ipertensione, caratteristici della preeclampsia. 

Il rimodellamento vascolare è un processo attivo, dipendente da crescita, morte, 

migrazione e produzione/degradazione della matrice extracellulare (Kelly et al., 

1999), ognuno dei quali è soggetto a influenze interattive e regolatorie multiple, che 

includono forze fisiche come la pressione, lo stiramento e lo shear stress dovuto alla 

tensione di taglio del flusso sanguigno, (Noris et al., 1995; Ranjan, et al., 1995), 

influenze endocrine e umorali, steroidi sessuali e fattori locali provenienti dalla 

parete vascolare. Questi ultimi sono connessi con l’impianto, la placentazione e la 

crescita fetale e con cambiamenti sistemici nei livelli ormonali, in particolare relativi 

alle concentrazioni di estrogeni e progesterone, o ad una loro combinazione. 

In particolare, in diversi modelli sperimentali animali e nella donna,  nei vasi 

sanguigni sistemici, come le piccole arterie mesenteriche (Gant et al., 1987), la 

gravidanza è associata ad una riduzione della sensibilità della risposta 

vasocostrittoria ad agonisti adrenergici (Davidge and McLaughlin, 1992) e 

all’angiotensina (Paller, 1984), a cui si contrappone l’aumento della vasodilatazione 

endotelio-dipendente prevalentemente mediata, nel ratto, dalla maggiore 

modulazione del tono vascolare (Pascoal et al., 1995) da parte dell’ ossido nitrico 

(NO). 

Oltre alla riduzione del tono miogenico (Meyer et al., 1993), il ruolo dell’ NO è stato 

dimostrato, in gravidanza, dall’aumento della risposta ad agenti vasodilatatori 

endotelio-dipendenti, come l’acetilcolina (ACh) nelle arterie carotidi e uterine del 

porcellino d’India (Weiner et al., 1989) e la bradichinina nelle arteriole mesenteriche 

di ratto (Learmont et al., 1996), ma è stata anche ipotizzata la stimolazione 

estrogeno-mediata dell’isoforma calcio dipendente dell’ossido nitrico sintasi 

associata all’endotelio vascolare (eNOS) (Weiner et al., 1994). 
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I vasi sistemici del ratto in gravidanza risulterebbero, inoltre, molto più sensibili a 

basse concentrazioni di agenti vasodilatatori endotelio-indipendenti (Gerber et al., 

1998), suggerendo una maggiore sensibilità delle cellule muscolari lisce. 

La placentazione emocoriale fornisce un pathway a bassa resistenza per il flusso 

sanguigno materno, come conseguenza dell’eliminazione della microcircolazione 

intramiometriale e la formazione dello spazio intervilloso. La resistenza al flusso è, 

in seguito, ridotta dall’espansione arteriosa secondaria all’invasione trofoblastica 

endovascolare delle arterie placentali. 

Le differenze nella struttura delle arterie spirali immediatamente prossimali alla 

placenta sono normalmente attribuite all’invasione trofoblastica che si verifica in 

associazione alla placentazione. In questo unico processo endovascolare, le cellule 

fetali del trofoblasto migrano nel lume arterioso, rimuovono l’endotelio e la 

muscolatura liscia della parete arteriosa e riorganizzano gli elementi della matrice 

(Adamson et al., 2002; Blechner et al., 1974; Brosens et al., 2002; Caluwaerts et al., 

2005; Craven et al., 1998; Espinoza et al., 2006; Kaufmann et al., 2003; Lyall 2005; 

Pijnenborg et al., 1981).  

Il coinvolgimento di altri tipi cellulari, come le cellule natural killer (NK), implicato 

nello sviluppo della preeclampsia (Goldman-Wohl and Yagel, 2007; Sargent et al., 

2006) potrebbe anche giocare un ruolo nella placentazione, nell’invasione e nel 

rimodellamento delle arteriole spirali (Eastabrook et al., 2008; Santoni et al., 2008).  

L’invasione endovascolare nei vasi che perdono completamente la loro capacità di 

contrarsi (Gokina et al., 2003) e assumono una forma a tromba, diminuisce 

ulteriormente la resistenza e facilita un aumento del flusso sanguigno. 

Il rimodellamento risulta completo entro la metà del secondo trimestre (Pijnenborg et 

al., 2006). Nella prima fase, trofoblasto-indipendente, si ritiene che l’endometrio 

decidualizzato controlli il movimento dei trofoblasti attraverso l’espressione di 

regolatori come le proteinasi della matrice (MMPs), fattori endocrini e citochine 

(Burton et al., 2009; Pijnenborg et al., 2006).  

Successivamente, i trofoblasti extravillosi (EVTs) a seguito dell’invasione e 

posizionati nelle arteriole spirali, si ritiene inducano l’apoptosi e rimpiazzino le 

cellule muscolari lisce ed endoteliali (Ashton et al., 2005; Keogh et al., 2007; 

Whitley and Cartwright, 2009). Di conseguenza, le arteriole spirali diventano 

dilatate, a bassa resistenza, irresponsive ad agenti vasocostrittori e prive 

dell’innervazione simpatica  (Burton et al., 2009; Chang and Lubo, 2008). Queste 
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variazioni, insieme all’angiogenesi, consentono un incremento di 40 volte del flusso 

uterino alla placenta (Chang and Lubo, 2008). 

Diversi studi hanno dimostrato una riduzione di questo processo nella genesi 

dell’ipertensione associata alla preeclampsia (Brosens et al., 2002), suggerendo che 

l’insufficiente rimodellamento dell’arteria spirale porta all’ischemia placentare, 

innescando il rilascio di segnali placentari che aumentano la pressione sanguigna 

materna per fornire una maggiore forza motrice e quindi, una pressione di perfusione 

superiore, per assicurare un adeguato UPBF.  

Studi condotti da Langille e altri gruppi di ricerca (Ben Driss et al., 1997; Buus et al., 

2001; Ceiler and De Mey, 2000; Erami et al., 2005; Lang et al., 2003; Langille, 1996; 

Loufrani and Henrion, 2005; Schiffers et al., 2000; Tuttle et al., 2001) hanno 

fermamente dimostrato che un aumento dello shear stress stimola il rimodellamento 

espansivo delle arterie di piccolo e grande calibro, in diversi letti vascolari. 

Durante la gravidanza, lo stimolo principale per l’aumento dello shear stress nella 

circolazione materna uterina deriva dalla riduzione della resistenza vascolare a valle, 

secondaria alla placentazione emocoriale, che consente l’accelerazione della velocità 

del flusso e lo shear stress nei vasi a monte (Palmer et al., 1992). La vasodilatazione 

e la crescita vascolare, in tal modo, permetterebbero al flusso aumentato di 

continuare, con una velocità inferiore, normalizzando la tensione d’attrito nel 

processo. Uno studio condotto da Palmer e collaboratori nel 1992, riporta che la 

velocità del sangue nell’arteria uterina di donne alla 36esima settimana di 

gravidanza, è circa 8 volte maggiore rispetto alla condizione di non gravidanza (61.4 

vs 8.4 cm/s). 

I meccanismi molecolari mediante i quali lo shear stress porterebbe alla crescita 

circonferenziale dei vasi non sono noti, tuttavia, studi recenti hanno indicato l’NO 

quale importante mediatore di questo processo (Rudic et al., 1998; Tronc et al., 2000; 

van der Heijden et al., 2005 (a)). In effetti, diverse linee di evidenza supportano l’up-

regolazione  dell’eNOS e del meccanismo di segnalazione dell’NO in gravidanza 

(Osol et al., 2009; Nelson et al., 2000), dovuti all’aumento delle concentrazioni degli 

estrogeni e di fattori di crescita (VEGF e PlGF), combinati con l’elevato shear stress 

endoteliale. Entrambi i livelli di mRNA e proteico dell’eNOS, l’enzima responsabile 

della produzione di NO endoteliale, sono aumentati dallo shear stress, così come il 

rilascio dell’NO endoteliale stesso (Tuttle et al., 2001). In secondo luogo, topi 

knockout per il gene dell’eNOS, hanno mostrato una riduzione del rimodellamento 

vascolare e del flusso sanguigno uterino (van der Heijden et al., 2005 (a)) e 
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l’inibizione chimica della produzione dell’NO mediata dall’l-NAME abolisce 

virtualmente il rimodellamento espansivo dell’arteria uterina principale e delle 

arteriole radiali nel ratto, sebbene la crescita assiale sia risultata inalterata (Osol et 

al., 2009).  

Nei trofoblasti extravillosi del porcellino d’India, la produzione di NO sembra 

aumentare la possibilità che altri tipi cellulari, come i macrofagi o i trofoblasti, 

stimolino la vasodilatazione e il rimodellamento della parete arteriosa e venosa, 

attraverso un’azione NO-dipendente (Nanaev et al., 2005). 

Numerosi altri meccanismi sono stati implicati nel rimodellamento arterioso indotto 

dal flusso sanguigno, tra cui l’attivazione delle metalloproteasi della matrice (Tronc 

et al., 2000), influenze adrenergiche (Erami et al., 2005), recettori toll-like 

(Hollestelle et al., 2004), il citoscheletro (Loufrani and Henrion, 2008), inclusa la 

vimentina (Schiffers et al., 2000) e tirosina chinasi associate alla membrana come 

PYK2 (Tai et al., 2002). 

Se lo shear stress elevato, secondario alla riduzione della resistenza vascolare a valle 

in seguito alla placentazione fosse l’unico stimolo del rimodellamento, questo 

escluderebbe la possibilità di tutte le modificazioni strutturali a carico dei vasi che 

forniscono sangue al miometrio. Sebbene le arterie radiali premiometriali vadano 

incontro ad una minore estensione del rimodellamento rispetto ai vasi radiali 

preplacentari, tuttavia, nel ratto (Gokina et al., 2003; Hammer and Cipolla; 2005) 

presentano un diametro ed una lunghezza maggiore di quelli osservabili nella non 

gravidanza.  

Il processo di rimodellamento include diversi meccanismi. Tra questi, il sistema 

renina angiotensina sembrerebbe coinvolto mediante l’associazione tra l’angiotensina 

II e l’ipertrofia delle cellule muscolari lisce (Geisterfer et al., 1988). Una teoria 

corrente sulla genesi dell’ipertensione caratteristica della preeclampsia, in alcune 

donne, postula una componente autoimmune legata alla produzione di autoanticorpi 

diretti al recettore AT-1 (Dechend et al., 2004): la patologia potrebbe essere 

prevenuta attraverso la co-somministrazione dell’antagonista recettoriale (losartan) o 

di anticorpi neutralizzanti l’epitopo peptidico a sette aminoacidi (Zhou et al., 2008). 

La sovra-attivazione del sistema renina-angiotensina per effetto della 

somministrazione di una dieta povera di sodio in ratte gravide, attenua 

significativamente il normale aumento del diametro delle arterie arcuate di circa il 

50% (Goldman and Yagel, 2007).  
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Osservazioni appropriate sulla sovra-attivazione del sistema renina-angiotensina 

derivano da uno studio del 2008 condotto da Verlohren e collaboratori, in ratti 

transgenici, che descrive ritardo della crescita fetale, alterazioni del rilassamento 

endoteliale dell’arteria uterina e ipersensibilità agli effetti costrittori della fenilefrina, 

un agonista dei recettori α1-adrenergici, anormalità placentali (Lang et al., 2003). 

Molto probabilmente, si tratta di un meccanismo umorale con effetti simili sui vasi 

preplacentari e premiometriali. 

Anche variazioni delle influenze vasodilatatorie, come l’alterazione del meccanismo 

di segnalazione VEGF/PlGF (fattore di crescita vascolare endoteliale/placentare) 

sono ricorrenti in donne affette da preeclampsia, trattandosi di fattori di crescita 

capaci di indurre la vasodilatazione, stimolare la mitosi delle cellule endoteliali e 

sono associati con l’ipervascolarizzazione e l’allargamento dei vasi esistenti 

(Maynard et al., 2005; Odorisio et al., 2002). 

Il PlGF è un membro della famiglia dei fattori di crescita vascolari endoteliali, che 

diversamente da alcune isoforme che legano entrambi i recettori, VEGFR-1 (Flt) e 

VEGFR-2 (KDR o Flk), agisce specificamente attraverso il recettore  tirosina chinasi 

VEGFR-1, espresso sia nella forma legata alla membrana (Flt-1) che solubile (sFlt-

1). Durante la gravidanza, la placenta è la principale fonte di PlGF e le sue 

concentrazioni plasmatiche aumentano più di 8 volte (Molvarec et al., 2010; 

Jeevaratnam et al., 2010; Woods et al., 2011) rispetto alla condizione di non 

gravidanza e più di 40 volte rispetto alle altre isoforme, sebbene abbia un’affinità di 

circa 1 su 10 per il VEGFR-1, rispetto agli altri fattori di crescita (Autiero et al., 

2003). 

Si tratta, infatti, di un potente vasodilatatore delle arterie di resistenza umane e di 

ratto in numerosi letti vascolari (Osol et al., 2008), con un meccanismo endotelio 

dipendente e mediato dal fattore iperpolarizzante di derivazione endoteliale (EDHF)  

associato all’attivazione dei canali del potassio, con differenze regionali nella 

vascolatura (Mandalà et al., 2012). 

La riduzione delle concentrazioni del PlGF e l’aumento dei livelli del recettore sFlt-1 

sono stati riportati nel siero di donne preeclampsiche (Brownbill et al., 2008; 

Savvidou et al., 2008). 

La sovraespressione dell’isoforma recettoriale solubile è in grado di indurre una 

sindrome gestazionale capace di mimare la preeclampsia nel ratto (Maynard et al., 

2003), dovuta alla riduzione della disponibilità di VEGF e PlGF ai tessuti: la perdita 

di tale influenza vasodilatatoria a livello della parete vascolare, ridurrebbe il flusso 
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sanguigno uteroplacentale, alterando  il conseguente rimodellamento espansivo 

(Mandalà et al., 2012). 

Alcuni studi hanno mostrato la correlazione tra il VEGF e gli estrogeni, supportando 

l’ipotesi che la maggiore vasodilatazione potrebbe risultare da un aumento 

estrogeno-indotto del recettore VEGFR-1 nella parete vascolare, non escludendo la 

possibilità di altri meccanismi d’azione (Mandalà et al., 2012). 

Le variazioni della distensibilità vascolare sono attribuite ad alterazioni del volume e 

della composizione della matrice extracellulare, al contenuto di collagene e 

all’orientamento delle fibre di elastina. 

Nella riorganizzazione della matrice giocano un ruolo centrale le metalloproteasi 

(MMPs) (Merchant and Davidge, 2004). Questa famiglia di enzimi capace di 

degradare localmente la matrice extracellulare, è soggetta a regolazione da parte 

degli sterodi sessuali e dell’NO.  

Estrogeni e progesterone, singolarmente o in combinazione, infatti, modulano il gene 

codificante le MMPs delle cellule del muscolo liscio e l’espressione proteica, il 

turnover e la deposizione della matrice (Grandas et al., 2009;  Natoli et al., 2005). 

Durante la gravidanza, nei tessuti vascolari risulta elevata l’attività delle isoforme 

MMP-2 e MMP-9 (Kelly et al., 1999) che, al contrario, è ridotta in tipiche patologie 

gestazionali come la preeclampsia (Myers et al., 2005; Raffetto and Khalil, 2008). 

Tali indicatori sono espressione della capacità invasiva del trofoblasto, a livello del 

quale risultano a concentrazioni elevate nelle prime fasi della gestazione (Cohen et 

al., 2006; Staun-Ram et al., 2004; Xu et al., 2000). In aggiunta, da uno studio 

condotto nel 2010, è stato dimostrato il ruolo assunto dall’isoforma 12 nella 

ripartizione dell’ elastina mediata dai trofoblasti extravillosi nel rimodellamento delle 

arteriole spirali (Harris et al., 2010). 

Molecole vasoattive, mitogene e ipertrofiche secrete dall’unità fetoplacentare, dalla 

decidua o dal miometrio in seguito all’allungamento vascolare, giungono negli spazi 

intervillosi e vengono riversate nelle effluenze venose in cui la loro concentrazione 

abbonda prima di essere diluite nella circolazione sistemica passando, attraverso la 

parete venosa, in quella arteriosa adiacente e, di conseguenza, alterando tono, 

struttura e permeabilità vascolare. E’ stato postulato che l’aumento di volume del 

feto porta all’allungamento miometriale a cui consegue l’induzione del rilascio di 

segnali mitogeni nell’efflusso venoso, stimolando l’iperplasia della parete venosa e 

l’allungamento strutturale. Anche le arterie umane devono necessariamente 

allungarsi durante la gravidanza: poiché le arterie radiali e arcuate sono contenute nel 
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miometrio e il volume dell’utero aumenta di circa 1000 volte, sono soggette 

direttamente a stiramento. 

Dal punto di vista molecolare la base anatomica supporta il trasferimento veno-

arterioso nella circolazione uterina in quanto arterie e vene sono in stretta 

apposizione in numerose specie (Ginther, 1974; Celia and Osol, 2002; Celia and 

Osol, 2005) e nell’essere umano (Stewart and Nowak, 1998). 

E’ stato dimostrato, in vitro, che piccole molecole vasoattive perfuse nella vena 

uterina inducono variazioni di diametro nell’arteria uterina adiacente (Celia and 

Osol, 2002). Inoltre, la permeabilità venosa dell’utero di ratto risulta 

significativamente incrementata anche a segnali ad alto peso molecolare (70kDa), 

essendo regolata da forze fisiche come la tensione della parete e segnali molecolari 

come il VEGF (Celia and Osol, 2002; Celia and Osol, 2005).  

Tale scambio fornisce un meccanismo per la regolazione fetoplacentare del flusso 

sanguigno materno ed è stato documentato in recenti studi sulla luteolisi nei quali i 

prostanoidi, secreti dal miometrio passano nelle vene uterine e sono trasferiti 

all’arteria ovarica, provocando vasocostrizione e ischemia che risulta nella morte del 

corpo luteo; tuttavia, il suo ruolo nel rimodellamento gestazionale della vascolatura 

uterina è ancora ipotetico (Osol and Mandalà,  2009). 

L’ambiente endocrino della gravidanza è caratterizzato da concentrazioni di ormoni e 

fattori di crescita alterate, la cui fonte può essere placentale ma è specie-dipendente e 

induce vasodilatazione, altera la permeabilità e stimola il rimodellamento cellulare e 

della matrice (Osol and Mandalà,  2009). 

L’inizio e la progressione della gravidanza dipendono primariamente dalle 

interazioni tra fattori neuronali e ormonali tra la placenta, il feto e il compartimento 

materno, la cui corretta tempistica è fondamentale nel coordinare la crescita, lo 

sviluppo del feto e il parto. Gli adattamenti materni ai cambiamenti ormonali che si 

verificano durante la gravidanza, quindi, influenzano direttamente lo sviluppo del 

feto e la placenta. 

Nella donna il ciclo mestruale implica la produzione di ormoni steroidei ovarici, 

quali estrogeni e progesterone, che inducono variazioni strutturali e funzionali 

dell’endometrio finalizzate all’impianto dell’embrione e al mantenimento della 

gravidanza. Le loro concentrazioni aumentano progressivamente, per raggiungere il 

massimo valore al termine della gravidanza. Sia gli estrogeni che il progesterone 

esistono potenzialmente nel tessuto placentare a concentrazioni di gran lunga 

superiori di quelle riscontrabili nel sangue materno (King and Critchley, 2010). 
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Tali ormoni sono noti per la loro capacità di modulare le rispettive azioni: ad 

esempio, il progesterone antagonizza l’aumento del flusso sanguigno uterino 

estrogeno-mediato attraverso la deplezione dei recettori estrogenici nel citoplasma 

(Hsueh et al., 1975); di contro, gli estrogeni sovraregolano la produzione di 

progesterone a livello del sinciziotrofoblasto e ne inducono la produzione dei 

recettori nelle cellule dello stroma uterino e del miometrio (Albrecht et al., 2000; 

Okulicz et al., 1989). Analogamente, estrogeni e progesterone sembrano anche 

bilanciarsi reciprocamente nel mantenimento del flusso sanguigno al sito di impianto. 

In generale, tra gli estrogeni, il 17β-estradiolo riduce la resistenza vascolare e 

promuove la vasodilatazione dell’arteria uterina (Sprague et al., 2009) attraverso un 

meccanismo legato all’NO e alle chinasi regolate dal segnale extracellulare (ERKs) 

(Chen et al., 2004). Gli estrogeni stimolano la sintesi del DNA nelle arterie radiali 

uterine (Tabata et al., 1988) e promuovono l’attività mitotica nella parete dell’arteria 

uterina (Keyes et al., 1996; Keyes et al., 1997; Forbes and Glassen, 1972; Jose et al., 

2010); favoriscono la secrezione di fattori endometriali che promuovono la 

migrazione delle cellule muscolari lisce della vascolatura (VSMCs), come primo step 

del rimodellamento vascolare endometriale, (Babischkin et al., 2009) e giocano un 

ruolo nella regolazione dell’invasione e del rimodellamento delle arterie spirali 

uterine mediato dai trofoblasti extravillosi. Infatti, già durante i primi mesi di 

gravidanza sono necessari bassi livelli di estrogeni nei primati, per consentire la 

normale progressione dell’invasione trofoblastica mentre, il picco ormonale tipico 

del secondo trimestre, assolve una funzione fisiologica nel reprimere l’ulteriore 

invasione delle arterie (Albrecht et al., 2006). Tuttavia, rispetto al rimodellamento 

espansivo dell’arteria uterina è noto ben poco circa gli effetti mediati dagli estrogeni 

e dal progesterone. I risultati di uno studio sulla pseudo-gravidanza, ovvero lo stato 

in cui i livelli ormonali aumentano senza la presenza del feto o della placenta, hanno 

mostrato un significativo rimodellamento espansivo dell’arteria uterina principale 

dopo 10 giorni di stimolazione nel topo (van der Heijden et al., 2005 (b)), 

suggerendo l’esistenza di un sinergismo tra fattori locali e sistemici. Anche il 

progesterone stimola la maturazione vascolare nell’endometrio del topo (Girling et 

al., 2007), tuttavia è da valutare il suo ruolo nel rimodellamento vascolare uterino in 

gravidanza.  
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1.2.1   Alterazioni del rimodellamento vascolare e preeclampsia 

Complicazioni della gravidanza come la preeclampsia sono associate ad anormalità 

che si riscontrano nel processo di rimodellamento. La preeclampsia è un disordine 

della gravidanza caratterizzato da ipertensione (pressione sistolica ≥ 140 mmHg o 

pressione diastolica ≥ 90 mmHg) e proteinuria (>300 mg/24 h), che si sviluppano 

solitamente dopo la 20esima settimana di gestazione nella donna. 

Spesso ricorrono manifestazioni multisistemiche nella madre e nel feto  (Sibai et al., 

2005) che consentono di distinguere la preeclampsia da disordini ipertensivi cronici. 

Nota anche come gestosi, è responsabile per il 12% della mortalità materna e del 2-

8% di tutte le gravidanze complicate nei Paesi sviluppati (WHO, 2005).  

L’impatto sulla salute ha molteplici effetti. Nel periodo perinatale aumenta il rischio 

di morte materna e fetale; a lungo termine, madre e figlio sono significativamente più 

esposti al rischio di patologie cardiovascolari e diabete (Kharfi et al., 2003).  

Tra i biomarcatori per test di screening precoce stanno avendo largo impiego per 

l’uso clinico la proteina placentale 13 che, proposta per il suo ruolo nella 

immunomodulazione e nel rimodellamento dell’arteria materna, sembrerebbe 

aumentare significativamente nella preeclampsia (Huppertz et al., 2008; Nicolaides 

et al., 2006). Sebbene siano stati proposti circa altri dieci marcatori sierici in grado di 

predire i soggetti a rischio prima delle manifestazioni cliniche, inclusi ADAM-12, 

VEGF e DNA fetale privo di cellule (Grill et al., 2009), ad oggi non esiste una cura 

risolutiva. 

Nonostante le intense ricerche, la sua patogenesi risulta attualmente da chiarire. 

Molti campioni istologici ottenuti da placente preeclampsiche mostrano 

caratteristiche di placentazione superficiale, dove i trofoblasti extravillosi non 

raggiungono mai i vasi in quanto non riescono a maturare in un fenotipo invasivo 

(Kharfi et al.,2003) o si differenziano prematuramente in cellule giganti (Gerretsen et 

al., 1981; Pijnenborg et al., 2006).  

In alcuni casi è stato osservato un numero ridotto di EVTs infiltranti la decidua e in 

questi campioni, le arteriole spirali uterine presentano un rimodellamento ridotto o 

assente (Pijnenborg et al., 2006). 

Nei casi di preeclampsia severa al massimo circa il 10% delle arteriole spirali  mostra 

un’evidente invasione trofoblastica (Brosens et al., 2002), che si traduce nella 

riduzione del 50% del flusso sanguigno (Lunell et al., 1982; Murphy et al., 2006), 

compromettendo significativamente  l’afflusso di sangue alla placenta e al feto. 
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Nonostante la comparsa tardiva della preeclampsia nel secondo e terzo trimestre di 

gravidanza, tale complicanza potrebbe affermarsi precocemente già alla 20esima 

settimana di gestazione (Sibai et al., 2005) quando le maggiori modificazioni della 

vascolatura placentale sono ormai complete. 

Oltre al ruolo chiave degli EVTs, anche ormoni come la gonadotropina corionica 

umana (hCG) secreta dai trofoblasti, il progesterone e gli estrogeni assumono 

un’importante funzione regolatoria nel controllo dell’invasione trofoblastica durante 

il rimodellamento vascolare materno. Pertanto, si potrebbe ipotizzare che i difetti di 

questo processo derivano dalla disregolazione della produzione o dell’azione di tali 

ormoni. Ne consegue la possibilità di una correlazione tra l’inizio, lo sviluppo e la 

severità della preeclampsia e la concentrazione di tali ormoni. 

Dal punto di vista clinico, le concentrazioni di hCG risultano ridotte nelle gravidanze 

preeclampsiche. La minore concentrazione dell’isoforma βhCG nel primo trimestre, 

è stata associata alla diagnosi successiva di restrizione della crescita fetale dovuta 

alla compromissione della perfusione placentare  (Krantz et al., 2004).  

E’ stato dimostrato che la forma iperglicosilata (HhCG) secreta dai EVTs 

(Handschuh et al. (2007b)) è in grado di stimolare l’invasione; pertanto, basse 

concentrazione di HhCG nel secondo trimestre sono associate ad un rischio 10 volte 

maggiore di sviluppo della preeclampsia (Bahado-Singh et al., 2002). E’ stato 

ipotizzato che la ridotta secrezione di  HhCG causa un’insufficiente infiltrazione di 

EVTs e rimodellamento delle arteriole spirali, determinando ipossia placentare.   

Studi clinici hanno mostrato che l’aumento sierico del progesterone all’inizio del 

terzo trimestre è associato allo sviluppo tardivo della preeclampsia (Tamimi et al., 

2003) e variazioni delle sue concentrazioni potrebbero essere osservate già alla 

16esima settimana di gestazione. Considerando tale ormone come un regolatore 

negativo dell’invasione trofoblastica, il suo aumento nella fase iniziale della 

gravidanza potrebbe predisporre allo sviluppo tardivo della preeclampsia. 

E’ stata identificata una correlazione tra le concentrazioni di estradiolo 

significativamente più basse e la preeclampsia grave ad esordio precoce (Zeisler et 

al., 2002), postulando un effetto indiretto degli estrogeni atto a modificare altri 

sistemi coinvolti nella fisiopatologia di tale disordine. Ne è esempio la correlazione 

positiva rispetto alla concentrazione plasmatica di leptina: l’estradiolo ne 

stimolerebbe la produzione, il cui aumento contribuirebbe alla disfunzione 

endoteliale osservata nella preeclampsia (Atamer et al., 2004), tuttavia l’esatto 

meccanismo non  è chiaro. 
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1.3   Estrogeni 

Per quanto gli estrogeni siano principalmente riconosciuti per la loro funzione 

predominante nel sistema riproduttivo femminile, giocano un ruolo centrale nella 

maggior parte dei sistemi fisiologici del corpo (Edwards, 2005), non solo nella donna 

ma anche nell’uomo (Lombardi et al., 2001; Finkelstein et al., 2013). 

Nella prevenzione e nel trattamento delle malattie cardiovascolari il dibattito sulla 

loro esposizione è ad oggi controverso ma è chiaro che gli estrogeni hanno 

importanti effetti sulla fisiologia e sulla fisiopatologia vascolare, con potenziali 

implicazioni terapeutiche.  

La validazione dei meccanismi d’azione degli steroidi sessuali e l’identificazione di 

nuovi effetti, come la regolazione delle funzioni mitocondriali e lo sviluppo di nuove 

teorie sull’efficacia del trattamento, supportano la possibilità che la terapia ormonale 

costituisca una buona opzione nella prevenzione di alcune malattie croniche legate 

all’invecchiamento (Miller and  Duckles, 2008). 

Osservazioni epidemiologiche estensive e studi clinici hanno suggerito che 

l’incidenza delle patologie cardiovascolari aumenta con la menopausa e la terapia 

ormonale sostitutiva, specificamente estrogenica, è associata ad effetti benefici nelle 

donne dopo la menopausa (Barret-Connor and Bush, 1991; Kanel et al., 1976).  

A livello cardiovascolare, infatti, gli estrogeni favoriscono il profilo lipidico, 

l’attività antiossidante, la fibrinolisi, mediante un’azione parzialmente diretta alla 

parete vascolare. Tali ormoni sono attivi sia a livello endoteliale che sulle cellule 

muscolari lisce, dove sono stati identificati  recettori estrogenici funzionalmente 

competenti. 

Sia in animali da esperimento che nell’uomo, gli estrogeni promuovono una 

vasodilatazione in parte dovuta alla stimolazione delle prostacicline e alla sintesi di 

ossido nitrico, nonché  alla riduzione della produzione di vasocostrittori  come 

prodotti derivati dalla ciclossigenasi, specie reattive dell’ossigeno, angiotensina II, 

endotelina. 

In vitro, gli estrogeni esercitano un effetto inibitorio diretto sulla muscolatura liscia 

attraverso l’attivazione dell’efflusso di potassio e l’inibizione dell’influsso di calcio.  

In vivo, invece, il 17β-estradiolo, principale ormone estrogenico, previene 

l’ispessimento della neointima e migliora le lesioni che si verificano nei processi 

aterosclerotici. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20VM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duckles%20SP%5Bauth%5D
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L’effetto degli estrogeni sulla parete vascolare implica sia una componente non-

genomica rapida che coinvolge fenomeni di membrana, come l’alterazione della 

permeabilità ionica e l’attivazione di enzimi di membrana, che una componente 

genomica classica, ovvero l'attivazione dei recettori estrogenici e l’espressione 

genica (Miller and  Duckles, 2008). 

 

 

1.3.1  Sintesi degli estrogeni 

 

Gli estrogeni, i principali ormoni sessuali steroidei femminili, rappresentano il  

prodotto terminale della complessa via biosintetica degli ormoni steroidei la cui 

sintesi, prevalente a livello ovarico, si verifica anche nella placenta durante la 

gravidanza e in altri tessuti non riproduttivi come fegato, cuore, muscoli, ossa, 

cervello, ghiandole surrenali e mammelle in piccole quantità, nonchè nelle cellule 

adipose (Nelson and Bulun, 2001), costituendo una fonte secondaria importante nelle 

donne, dopo la menopausa. 

Le vie biochimiche e i principali enzimi di questi composti lipofilici, assieme alle 

localizzazioni intracellulari, sono simili nell’ovaio, nel testicolo e nel surrene (fig. 4). 

Gli ormoni steroidei sono sintetizzati a partire dal colesterolo, che è presente nella 

ghiandola sia in forma libera che esterificata con acidi grassi, ovvero esteri 

colesterinici. Il colesterolo, derivato sia dalle lipoproteine circolanti (LDL), che dagli 

esteri colesterinici all’interno della ghiandola viene convertito a pregnenolone per 

opera dell’enzima P450scc, tramite la rimozione di un frammento a 6 atomi di 

carbonio, l’acido isocaproico, un passaggio limitante del processo biosintetico 

controllato nelle cellule della teca dall’ormone luteinizzante (LH), proveniente 

dall’ipofisi anteriore. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20VM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duckles%20SP%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bulun%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511861
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Figura 4: Biosintesi e metabolismo degli estrogeni (Greenspan and Strewler, 2000).  

 

 

Il pregnenolone così formato può essere convertito sia a progesterone sia a 17α-

idrossi-pregnenolone. La conversione a progesterone richiede l’azione della 3β-

idrossi-steroidodeidrogenasi e della Δ5,4-chetosteroido-isomerasi, che sposta il 

doppio legame dalla posizione Δ5 alla posizione Δ4. Il progesterone viene secreto in 

grandi quantità dal corpo luteo dopo l’ovulazione, fungendo da precursore di 

androgeni ed estrogeni poiché è un substrato della P450c17 (17α-idrossilasi), che lo 

converte in 17α-idrossiprogesterone nel reticolo endoplasmatico. In seguito alla 17α-

idrossilazione, la catena laterale a 2 atomi di carbonio (20-21) viene rimossa 

dall’enzima P450c17α (17,20-liasi), per formare gli androgeni.  

Il 17α-idrossi-pregnenolone viene convertito dalla liasi a deidroepiandrosterone 

(DHEA), che può a sua volta essere convertito in androstenedione, il principale 

androgeno secreto dalle ovaie, oltre a piccole quantità di DHEA e di testosterone.  

Tra i principali estrogeni naturali sono compresi il 17β-estradiolo (E2), l’estrone (E1) 

e l’estriolo (E3), composti lipofilici a 18 atomi di C, la cui struttura è caratterizzata 

da quattro anelli fusi che formano un ciclopentanoperidrofenantrene. Il 17β-

estradiolo, il principale estrogeno prodotto dall’ovaio, viene sintetizzato dall’enzima 

P450 aromatasi, sotto il controllo dell’ormone follicolostimolante (FSH) 

probabilmente nella frazione microsomiale, a livello delle cellule della granulosa, 
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mediante tre passaggi: l’idrossilazione e l’ossidazione del gruppo metilico a livello 

del carbonio 19 e l’idrossilazione a livello del carbonio 3α (Greenspan and Strewler, 

2000). 

Il controllo della sintesi degli estrogeni nel corpo è strettamente correlato alla 

regolazione di tale enzima: l’aromatasi è un membro della superfamiglia citocromo 

P450, ampiamente espresso in molti tessuti.  La regione regolatoria del gene CYP19 

dell'aromatasi umana contiene 10 promotori tessuto-specifici per la biosintesi degli 

estrogeni locali in condizioni fisiologiche o patologiche normali come il cancro al 

seno e l’endometriosi (Simpson et al, 1997).  La sua attività può essere alterata da 

modifiche post-traslazionali, come la fosforilazione (Charlier et al., 2011) ed è 

potentemente inibita da un aumento delle concentrazioni di ATP, Mg2+, Ca2+ , effetti 

che dipendono l'attività di chinasi proteiche. 

Entrando in circolo, l’estradiolo si lega avidamente alla globulina di trasporto SHBG 

(globulina legante gli ormoni sessuali) e, con minore affinità, all’albumina. Le 

proporzioni di estradiolo libero e legato non variano in maniera significativa durante 

nelle diverse fasi del ciclo mestruale, tuttavia differenze nel legame possono 

assumere rilievo clinico dopo la menopausa o nelle donne con anomalie della 

funzione ovarica associate alla presenza di eccesso di androgeni. 

Il testosterone è, di fatto, un intermedio chiave in entrambi i sessi, potendo essere 

convertito in estrogeni dall’aromatasi e nel più potente androgeno, diidrotestosterone, 

per effetto della 5α-reduttasi. Nelle donne, dove il 17β-estradiolo è la principale 

forma di estrogeni circolanti, i livelli di testosterone sono relativamente bassi mentre, 

negli uomini, il testosterone è il principale androgeno in circolo e i livelli di estrogeni 

sono molto più bassi rispetto alle donne. 

Come altri ormoni, essi sono secreti in maniera pulsatile, tuttavia, è ancora poco noto 

circa la rilevanza delle variazioni di frequenza e di ampiezza e squilibri nel bilancio 

tra estrogeni e androgeni possono contribuire alle differenze legate al sesso nella 

fisiopatologia delle malattie cardiovascolari (Miller and Duckles, 2008). 

Il livello di sintesi degli estrogeni è più alto durante gli anni riproduttivi 

dell’individuo, per poi essere in calo nel corso della transizione e nel periodo post-

menopausale. Durante il ciclo mestruale, i livelli del 17β-estradiolo sono più alti 

immediatamente prima ovulazione (110-410 pg/ml) e livelli circolanti durante le fasi 

luteale e follicolare sono circa 19-150 pg/ml mentre, nelle donne in menopausa, sono 

inferiori a 35 pg/ml (Stricker et al., 2006). Durante la transizione verso la 

menopausa, i livelli sierici di 17β-estradiolo diminuiscono di circa 85-90% mentre, i 
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livelli sierici di estrone, del 65-75% rispetto ai livelli medi precedenti la menopausa 

(Khosla et al., 1997). 

L’estradiolo circolante viene convertito rapidamente a estrone nel fegato di cui, la 

maggior parte, viene ulteriormente metabolizzato a 16α-idrossiestrone, per essere poi 

ulteriormente convertito ad estriolo; la parte rimanente rientra in circolo. Mentre la 

maggior parte dell’estrone viene coniugato a formare estrone solfato, l’estriolo viene 

convertito a formare estriolo-3-solfato-16-glucuronide prima dell’escrezione renale 

(Greenspan and Strewler, 2000). 

Oltre alla presenza di tessuti extra-gonadici deputati alla sintesi e al rilascio degli 

estrogeni, la stessa aromatasi è stata individuata non solo nelle cellule della granulosa 

dell’ovaio ma anche nel muscolo, nel tessuto adiposo, osseo, cerebrale, nelle cellule 

di Leydig del testicolo e nell’endotelio, dove gli estrogeni agiscono a livello locale in 

maniera paracrina o autocrina tessuto-specifica. 

Negli esseri umani, è stato chiaramente dimostrato che l’attività dell’aromatasi nelle 

cellule stromali adipose sottocutanee, così come i livelli di mRNA nel tessuto 

adiposo, aumentano con l’avanzare dell’età (Misso et al., 2005). 

Delle tre maggiori isoforme fisiologiche di estrogeni presenti nella donna, il 17β-

estradiolo è il principale prodotto dell'intero processo di biosintesi ed è il più potente 

durante il periodo precedente la menopausa al contrario dell’estrone, fondamentale 

dopo la menopausa, quando è sintetizzato nel tessuto adiposo a partire dal 

deidroepiandrosterone surrenale. L’estriolo è l’estrogeno meno potente, svolge un 

ruolo chiave durante la gravidanza in quanto prodotto abbondantemente dalla 

placenta. 

La disattivazione del 17β-estradiolo può avvenire attraverso il metabolismo, 

mediante la conversione nelle forme meno attive, E1 o E3 (Birkhauser, 1996), o 

attraverso il processo di solfatazione mediato dall’estrogeno sulfotransferasi con la 

formazione di 17β-estra-1,3,5-trien-3,17-diol 3-solfato, incapace di interagire con i 

recettori degli estrogeni (Kotov et al., 1999). 

Inoltre, è stato dimostrato in topi femmina che la mancanza di lipocalina 2, un nuova 

citochina derivante dal tessuto adiposo, può limitare la sintesi di E2 sottoregolando 

l’aromatasi nel tessuto adiposo (Guo et al. 2012). Pertanto, il rapporto di estrogeni 

circolanti potrebbe indicare un metabolismo dinamico: l’equilibrio tra la sintesi e la 

disattivazione degli estrogeni. 
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1.3.2   Recettori estrogenici: struttura e funzione 

 

Inizialmente si pensava che le azioni degli estrogeni, e principalmente del 17β-

estradiolo, fossero mediate da un singolo recettore estrogenico, in seguito 

denominato recettore estrogenico α (ERα, ESR1), identificato per la prima volta nel 

1960 (Jensen and  DeSombre, 1973; Jensen and Jacobson, 1962). 

E’ al 1996 che risale l’identificazione del secondo recettore per gli estrogeni 

strutturalmente omologo (Kuiper et al., 1996), oggi noto come recettore estrogenico 

β (ERβ, ESR2).  

Sebbene alcune delle prime attività cellulari e tissutali descritte dagli estrogeni 

comprendessero la produzione di cAMP (Szego e Davis, 1967) e l’assorbimento di 

calcio (Pietras and Szego, 1975), molte delle funzioni fisiologiche dei recettori 

estrogenici sono state successivamente chiarite in quanto entrambi sono membri 

della famiglia dei recettori ormonali nucleari e, in generale, sono riconosciuti per la 

loro funzione di fattori di trascrizione regolati da ligando (Edwards, 2005; Carroll 

and Brown, 2006; Schultz-Norton et al., 2011). 

Così come altri steroidi, è stato dimostrato che gli estrogeni mediano risposte 

cellulari rapide che includono la produzione di cAMP, la mobilitazione di calcio 

intracellulare e l’attivazione di più chinasi, come le chinasi regolate dal segnale 

extracellulare (ERK) e la fosfoinositide 3-chinasi (PI3K), così come canali ionici e 

l’ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS). 

Nel 2000 è stato scoperto e caratterizzato un terzo recettore estrogenico (Filardo et 

al, 2000; Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005), ovvero GPR30/GPER, 

appartenente alla famiglia di recettori accoppiati a proteina G (GPCR), a 7 domini 

transmembrana, che mediano classicamente risposte rapide come l’attivazione della 

chinasi, la mobilitazione di ioni e secondi messaggeri (Prossnitz 2008, 2012; 

Prossnitz and Barton, 2009, 2011, 2014; Prossnitz and Maggiolini, 2009b; Filardo 

and Thomas, 2012; Han et al., 2013; Srivastava and Evans, 2013; Lappano et al., 

2014; Barton and Prossnitz, 2015). 

Nelle cellule che esprimono sia ERα che GPER esiste, certamente, la possibilità di 

una segnalazione  inter/co-dipendente (Albanito et al., 2007). 

Dati esistenti, infatti, non precludono la possibilità che il legame del 17β-estradiolo 

ad un ER extranucleare che associa GPER sia bloccato da un antagonista legandosi a 

GPER nelle cellule che coesprimono entrambi i recettori.  
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Oltre ai ligandi fisiologici endogeni (estrone, estradiolo, estriolo), piante e funghi 

producono una vasta gamma di xenoestrogeni naturali (fitoestrogeni e micoestrogeni) 

che possono mimare le azioni degli estrogeni (Ososki and Kennelly, 2003; Lorand et 

al., 2010). 

Considerato il loro ruolo sotto l’aspetto medico, le aziende farmaceutiche hanno 

sintetizzato vaste collezioni di composti, alcuni dei quali rientrano nella categoria di 

agonisti/antagonisti misti tessuto-dipendenti conosciuti come modulatori selettivi dei 

recettori degli estrogeni (SERMs) e antagonisti totali noti come downregolatori 

selettivi dei recettori estrogenici (SERDs) sulla base della loro attività in seno, utero, 

e ossa. 

I recettori estrogenici classici (ERα e ERβ), sono costituiti da domini strutturalmente 

e funzionalmente distinti, altamente conservati durante l’evoluzione. Tra questi, il 

più conservato è il dominio centrale di legame del DNA (DBD), implicato nel 

riconoscimento e nel legame del DNA, presenta specificità per la sequenza 

nucleotidica AGGTCA e contiene una regione di  dimerizzazione recettoriale zinc 

fingers dipendente (Heldring et al., 2007).  

E’ presente un dominio di legame del ligando all’estremità carbossi-terminale e 

regioni aggiuntive sono coinvolte nell’attivazione trascrizionale, ossia il dominio di 

transattivazione AF-1 ammino-terminale, costitutivamente attivo e indipendente dal 

ligando,  contenente diversi siti di fosforilazione e  il dominio carbossi-terminale AF-

2 ligando-dipendente (LBD), che effettua interazioni con Hsps (heat shock proteins), 

presenta una regione di dimerizzazione ricca in leucina e media l’ampia gamma di 

risposte funzionali a diversi ligandi (agonisti, SERM, SERDs, etc.). 

A seconda del contesto cellulare e del promotore, AF-1 e AF-2 possono agire 

indipendentemente o sinergicamente nella regolazione dell’espressione genica 

(Heldring et al., 2007). 

Mentre i domini di legame del ligando e di legame del DNA sono conservati 

all'interno della famiglia, i domini di attivazione sono altamente variabili e 

conferiscono specificità d’azione.  

Infine, un dominio cerniera tra il LBD e il DBD fornisce flessibilità alle proteine. 

In aggiunta all’intera lunghezza della proteina di 66-kDa, sono state descritte varianti 

di splicing (Taylor et al., 2010), con conseguenti proteine di 46 kDa, risultanti da un 

troncamento amino-terminale a causa di un introne alternato localizzato nel sito di 

inizio (Kim and Bender, 2009) e 36 kDa, generate dallo stesso sito di inizio  
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dell’ER46 ma con un troncamento aggiuntivo all’estremità carbossilica (Lin et al., 

2013; Chaudhri et al., 2014).  

Rimuovendo il dominio amino terminale di attivazione della trascrizione, queste 

proteine hanno dimostrato di agire come inibitori della trascrizione effettuata 

dall’ERα e di mediare un meccanismo di segnalazione rapida (Wang et al., 2006). 

Sono state identificate anche molteplici varianti di splicing dell’ERβ, ad oggi poco 

caratterizzate (Heldring et al., 2007). 

Tali isoforme recettoriali, codificate da geni differenti, mostrano piccole differenze 

di sequenza a livello dei domini di legame del ligando, con una tasca idrofobica di 

dimensioni più ridotte  nell’ERβ piuttosto che nell’ERα.  

Presentano, inoltre, un’elevata omologia di sequenza (97%) nella zona che lega il 

DNA (fig.5) ma strutture distinte nel sito di interazione con i ligandi (59% di 

omologia).     

 

 

 

 

 

Figura 5: Comparazione di struttura e omologia tra i recettori estrogenici classici (Cui et al., 2013). 

 

Secondo la definizione dei recettori estrogenici classici, nello stato non attivato sono 

localizzati prevalentemente (95%) nel nucleo e la frazione restante nel citoplasma 

(Hager et al., 2000). L’attivazione mediata dal ligando, in genere, si traduce nella 

dimerizzazione recettoriale successiva alla dissociazione del monomero dai 

chaperoni (Hsp90) e alla traslocazione dei recettori citosolici al nucleo. Della 

frazione citosolica dell’ ERα e delle sue varianti di splicing, una parte è localizzata 

sulla membrana plasmatica, in particolare nelle caveolae, dove in seguito al legame 

dell’agonista, il recettore media la segnalazione rapida attraverso vie come PI3K/Akt 

e eNOS (Chambliss et a.l, 2010; Banerjee et al., 2014). La localizzazione di 

membrana si ritiene avvenga attraverso la palmitoilazione (La Rosa et al., 2012) e la 

fosforilazione (Mintz et al., 2008), nonché attraverso la recente caratterizzazione di 

un dominio transmembrana nella variante di splicing dell’ER46 Variante (Kim et al., 

2011),  che influenzano l’affinità e la specificità del ligando (Lin et al., 2013). 
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A livello tissutale sono localizzati nel SCV nei cardiomiociti, nei macrofagi, nelle 

cellule endoteliali e muscolari lisce di ratto e umane. 

 

 

1.3.3  Effetti genomici o a lungo termine 

 

Trattandosi di membri della superfamiglia dei recettori nucleari, i recettori 

estrogenici utilizzano un dominio di legame del DNA conservato al fine di interagire 

con specifici elementi di risposta ormonali nel genoma e influenzare la trascrizione 

genica. Tali effetti, spesso indicati come “genomici”, sono stati originariamente 

descritti per i recettori nucleari, tuttavia, sono stati riconosciuti anche meccanismi 

d’azione non genomici, per diversi membri di questa famiglia, inclusi ERα e ERβ. 

Come altri recettori ormonali steroidei, anche gli ERs funzionano come fattori di 

trascrizione attivati dal ligando che risiedono nel citosol e traslocano nel nucleo dopo 

il legame con il ligando, dove formano omo- ed etero-dimeri, e interagiscono con 

sequenze di DNA palindromiche definite elementi di risposta agli estrogeni (ERE) 

nella regione promotore del gene bersaglio, reclutando coregolatori, coattivatori e 

corepressori dell’espressione genica (Smith and O'Malley, 2004; McDonnell and 

Wardell, 2010; Burris et al., 2013). Una volta attivati, gli ERs possono legarsi al 

DNA anche indirettamente, attraverso associazioni con altri fattori di trascrizione 

quali AP-1 e Sp-1, e in assenza di ligandi possono regolare la trascrizione attraverso 

modificazioni post-traduzionali (Dahlman-Wright et al., 2006).  

A differenza di altri membri della famiglia di recettori nucleari, la cavità di legame 

del ligando degli ERs ospita un’ampia gamma di composti strutturalmente differenti 

(Heldring et al., 2007), producendo stati conformazionali multipli del dominio di 

legame del ligando che, a loro volta, generano più siti proteici di legame per 

coregolatori e altre proteine (McDonnell and Wardell, 2010; Burris et al., 2013).  

Sono stati distinti diversi tipi di antagonisti dei recettori estrogenici nucleari (Hall 

and McDonnell, 2005). ICI 182,780 (7a, 17b- [9-[(4,4,5,5,5-pentafluoropentyl) 

sulfinil] nonil] estra-1,3,5(10) -triene-3,17-diolo) è un SERD che antagonizza 

totalmente l’azione degli estrogeni in tutti i tessuti senza distinzione tra i due tipi 

recettoriali, promuove la dissociazione dell’Hsp90 e previene la dimerizzazione 

recettoriale e il reclutamento dei coattivatori, con conseguente degradazione del 

recettore legato al ligando (Heldring et al., 2007). 
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Al contrario, i SERMs mostrano azione tessuto-specifica, agendo da antagonisti o 

agonisti, a seconda del tipo di cellulare. Ne è esempio il 4-idrossitamoxifene, 

metabolita attivo del tamoxifene, usato nella terapia del cancro al seno estrogeno-

dipendente come antagonista, presumibilmente a causa dei bassi livelli 

dell’espressione del coattivatore, ma si rivela un agonista nell’endometrio dove 

l’espressione del coattivatore è maggiore (Burris et al., 2013). 

Il SERM raloxifene, è un debole agonista nell'endometrio ma insieme al tamoxifene 

agisce da agonista/antagonista parziale su una serie di geni estrogeno-regolati (Frasor 

et al., 2004). La conformazione del LBD indotta dagli agonisti per promuove il 

legame del coattivatore, viene prevenuta dalla catena dei SERMs (Dahlman-Wright 

et al., 2006) che, bloccando AF-2, agiscono come antagonisti.  

In alcuni tessuti i SERMs potrebbero agire come agonisti in funzione di AF-1; anche 

l’interazione tra recettori e coattivatori o corepressori contribuisce alla specificità 

tissutale del ligando (Hall and Mc Donnell, 2005).  

Così, a seconda del ligando e del tessuto, i recettori estrogenici regolano sia 

positivamente che negativamente l'espressione di migliaia di geni (Katzenellenbogen 

et al., 2000; Charn et al., 2010). 

Di contro all’agonista non selettivo degli ERs, 17β-estradiolo, sono stati sviluppati 

agonisti sintetici selettivi come il propilpirazolotriolo (PPT) e il diarilpropionitrile 

(DPN) (Harrington et al., 2003), in grado di distinguere tra ERα e ERβ. Il PPT 

mostra una selettività di legame per ERα di 400 volte rispetto a ERβ (Stauffer et al., 

2000); al contrario, il DPN è selettivo per ERβ (Meyers et al., 2001).  

Solo l’agonista di ERα, DPN, induce una vasodilatazione acuta NO-dipendente 

(Bolego et al., 2005) mentre, nelle piccole arterie mesenteriche di topi femmina il 

PPT aumenta il rilassamento mediato dal flusso ma sembrerebbe privo di effetto 

nelle arterie dei maschi (Douglas et al., 2008), supportando la conclusione che ERα 

sia il mediatore principale dell’azione estrogenica nelle funzioni vascolari. 

In aggiunta alla regolazione della  trascrizione genica, i composti estrogenici possono 

facilitare il trasporto di RNA dal nucleo al citoplasma (Thampan, 1985; Jacob et al., 

2006), influenzare l’espressione proteica indirettamente attraverso la regolazione 

della stabilità dell’mRNA nel citoplasma e regolare il tasso di trascrizione genica di 

enzimi necessari per le modificazioni post-traduzionali di proteine mediante 

glicosilazione, fosforilazione e metilazione, modificando il proteoma e il fenotipo 

cellulare a tutti i livelli di elaborazione delle proteine. 
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A tal proposito, l’attacco reversibile e covalente di piccole proteine simili 

all’ubiquitina, implicate nel processo di sumoilazione o la fosforilazione di 

coattivatori dei recettori steroidei, si ripercuote sul legame dei recettori stessi e sulla 

conseguente trascrizione genica mediata dai recettori estrogenici (Wu et al., 2006).  

Fatta eccezione per la regolazione di ossido nitrico sintasi/ossido nitrico da parte 

degli estrogeni nelle cellule endoteliali (Hayashi et al., 1995; Kleinert et al., 1998; 

Sumi et al., 2001; Okano et al., 2006) e della superossido dismutasi nelle cellule 

muscolari lisce vascolari (Strehlow et al., 2003a), la capacità degli estrogeni di 

regolare la degradazione dell’mRNA, d’inattivare proteine che causano lesioni 

vascolari e di stabilizzare l’mRNA richiede ulteriori studi nelle cellule vascolari di 

sesso maschile e femmine.  

 

 

1.3.4   Effetti non genomici o rapidi 

 

A concentrazioni fisiologiche gli estrogeni possono produrre una varietà di risposte 

cellulari della durata di pochi secondi o minuti, troppo corti per essere mediati dal 

meccanismo classico che prevede l’attivazione della trascrizione genica (Revelli et 

al., 1998; Hammes and Levin, 2007). 

In uno studio condotto da Szego e collaboratori nel 1960 sono stati riportati aumenti 

delle concentrazioni di AMP ciclico uterino in pochi minuti (Szego and Davis, 1969) 

identificando, in seguito, siti di legame degli estrogeni nelle membrane plasmatiche 

isolate dall’endometrio uterino (Pietras and Szego, 1977). Similmente, in risposta al 

17β-estradiolo è stato descritto un aumento di AMP ciclico nel tessuto vascolare 

(Kishi and Numano, 1982; Mügge et al., 1993). 

Queste azioni extranucleari rapide, descritte per altri ormoni steroidei, come 

progesterone e aldosterone (Wehling, 1997) sono definite “non genomiche” o  

“signaling steroideo avviato dalla membrana” in opposizione al “signaling steroideo 

avviato dal nucleo” (Hammes and Levin, 2007). 

Il meccanismo d’azione sembra trovare consenso in due delle principali alternative 

che includono gli effetti degli ERs classici a livello della membrana plasmatica e di 

un distinto recettore associato alla membrana (Hasbi et al., 2005; Revankar et al., 

2005; Hammes and Levin, 2007).  
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Gli ERs, di cui esistono diverse isoforme espresse nei vari tipi cellulari, possono 

associarsi a livello della membrana plasmatica alle caveole o a grandi complessi 

proteici, attraverso i quali gli estrogeni avviano una serie di pathways intracellulari 

tra cui le proteine chinasi attivate da mitogeni, flussi di canali ionici, secondi 

messaggeri generati da recettori accoppiati a proteine G e la stimolazione di recettori 

per i fattori di crescita (Moriarty et al., 2006). 

Gli ERs associati con la membrana plasmatica interagiscono con una varietà di 

proteine incluse la striatina (Lu et al., 2004) e proteine adattatrici omologhe di Src e 

collagene, ma una delle principali azioni rapide descritte dagli estrogeni è l’abilità di 

stimolare l’ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS) nelle cellule dell’endotelio 

vascolare. 

Il ruolo esatto di ERα e ERβ di membrana nella segnalazione cellulare è attualmente 

poco chiaro: sebbene non abbiano un’attività chinasica intrinseca, essi rappresentano 

una componente centrale del “signalosoma” di membrana (Moriarty et al., 2006), 

dove numerose molecole potenzialmente importanti nel mediare la cascata di 

segnalazione rapida, come proteine G, tirosina chinasi c-Src, modulatori dell’attività 

non-genomica dei recettori estrogenici (MNAR), caveolina-1 e proteine da shock 

termico (Hsp90) interagiscono in risposta agli estrogeni (fig. 6) 

(Boonyaratanakornkit and Edwards, 2007; Cheskis et al., 2007; Moriarty et al., 

2006). 

Tra i potenziali meccanismi che portano alla traslocazione di una sottopopolazione di 

ERs alla membrana plasmatica, la caveolina-1 è la proteina strutturale primaria delle 

caveole (Okamoto et al., 1998), invaginazioni vescicolari della membrana plasmatica 

che rappresentano organelli specializzati di segnalazione, costituiscono il sito 

preferenziale degli ERs di membrana nelle cellule endoteliali (Chambliss et al., 2000; 

Chambliss et al., 2002; Razandi et al., 2002).  

Tipicamente ERα si co-localizza con la caveolina-1 all’interno dei lipid raft, e attiva 

l’eNOS nelle caveole delle cellule endoteliali (Chambliss et al., 2000; Razandi et al., 

2002). 

Inoltre, l’iperespressione della striatina, una proteina di legame degli ERs, facilitando 

l’assemblaggio di molecole di segnalazione necessarie nell’azione estrogenica 

rapida, migliora la localizzazione dei recettori alla membrana plasmatica della linea 

cellulare endoteliale dell’aorta umana EAhy926 (Lu et al., 2004). In linea con questi 

dati, ERα si associa anche con la caveolina-1 della membrana plasmatica delle 
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cellule muscolari lisce vascolari primarie dopo opportuna stimolazione con 17β-

estradiolo (fig. 6) (Razandi et al., 2002). 

 

 

 

Figura 6: Meccanismo di segnalazione non genomico del recettore estrogenico α di membrana 

(Moriarty et al., 2006). 
 

 

La proteina modulatrice dell’attività non-genomica degli ERs (MNAR) promuove e 

stabilizza la formazione di un complesso con ERα, c-Src e p85, la subunità 

regolatrice di PI3K (raffigurata come subunità p85 e p110), facilitando così 

l’attivazione della via PI3K /Akt. In alternativa, c-Src attiva la GTPasi p21ras (ras) 

monomerica che, a sua volta, recluta le chinasi a valle del pathway MAPK. 

Ad ogni modo, nelle cellule endoteliali dell’aorta bovina è indispensabile 

l’interazione diretta della proteina Gαi con ERα per l’attivazione di c-Src (Kumar et 

al., 2007). Una volta attivati, entrambi i pathways PI3K/Akt e MAPK possono 

modulare la trascrizione genica: l’attivazione della via PI3K/Akt nelle cellule 

endoteliali porta alla fosforilazione della serina 1177 dell’eNOS, localizzata caveole, 
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attraverso l'interazione con la caveolina-1 (cav-1), il cui target è proprio ERα. 

L’interazione PI3K/Akt - eNOS è favorita dal chaperone molecolare Hsp90 e, una 

volta attivata eNOS, il rilascio di NO induce effetti cellulari rapidi e migliora la 

vasodilatazione endotelio-dipendente. 

Studi recenti hanno suggerito un ruolo anche per l’ossido nitrico sintasi neuronale 

(nNOs) per la generazione di NO nell’endotelio vascolare, mediante un meccanismo 

di attivazione non genomico da parte degli estrogeni.  

Studi condotti in diversi tipi cellulari hanno dimostrato che l’attivazione del segnale 

a livello della membrana potenzia il meccanismo di segnalazione estrogenico 

nucleare, implicando diverse cascate chinasiche e canali del calcio. E’ stato notato 

che la distinzione tra gli effetti trascrizionali e non-genomici sembrerebbe del tutto 

arbitraria poiché alcune delle vie di segnalazione intracellulari convergono e attivano 

fattori di trascrizione nucleare (Björnström and Sjoberg, 2005). 

Le vie intracellulari vengono attivate anche da somministrazioni acute di estrogeni 

alle cellule muscolari lisce della vascolatura, a cui fisiologicamente consegue 

l’inibizione della proliferazione cellulare e il rilassamento vascolare. Nel muscolo 

liscio delle arterie tale rilassamento è il risultato dell’aumento dell’efflusso del calcio 

che implica l’attivazione della guanilato ciclasi ciclica e l’inibizione dei canali del K+ 

sensibili all’ATP e dei canali del K+ attivati dal Ca2+ (Kleppisch and Nelson, 1995; 

Quayle et al., 1995; White et al., 1995; Prakash et al., 1999).  

Sia nelle cellule endoteliali native della vena ombelicale che nelle linee cellulari 

dell’endotelio umano, sono stati rilevati siti di legame degli estrogeni sulla superficie 

cellulare (Russell et al., 2000).  

I risultati di studi di transfezione suggeriscono che sia la forma nucleare che quella 

associata alla membrana plasmatica di ERα e ERβ, derivano da un unico prodotto di 

trascrizione (Razandi et al., 1999). In alcune cellule endoteliali e muscolari lisce 

vascolari il ruolo degli ERs associati alla membrana nell’attivazione di MAPK e  

Akt, è stato suggerito usando 17β-estradiolo coniugato alla proteina BSA (albumina 

sierica bovina) in quanto impermeabile alla membrana (Chen et al., 2004; Haynes et 

al.,2000; Russell et al., 2000; Somjen et al., 2004).  

Nelle linee cellulari non vascolari del cancro al seno MCF-7 (Razandi et al., 2002), 

l’iperespressione della caveolina-1 aumenta la traslocazione recettoriale alla 

membrana plasmatica così come la proteina adattatrice Shc sembrerebbe interagire e 

promuovere la traslocazione di ERα alla membrana plasmatica di queste cellule 

(Song et al., 2004).  
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In aggiunta, la palmitoilazione dipendente dalla palmitoil acil transferasi all’interno 

di un motivo a 9 aminoacidi altamente conservato nel dominio di legame del ligando, 

rilevabile non solo negli ERs ma anche nel recettore degli androgeni e del 

progesterone, promuove l’associazione recettoriale con la membrana plasmatica e 

l’interazione con la caveolina-1 in differenti tipi di cellule (Acconcia et al., 2005; 

Pedram et al., 2007). 

È interessante notare che la cascata di segnalazione rapida attivata dagli steroidi 

sessuali è anche implicata in processi mediati dall’actina del citoscheletro, poiché i 

rapidi cambiamenti di forma e dimensione delle cellule basali che conferiscono alle 

cellule stesse le funzioni fisiologiche, comportano modifiche nella plasticità 

morfologica di tale proteina (Faul et al., 2007; Schubert and Dotti, 2007). Il 

riarrangiamento del citoscheletro dipende, generalmente, dal legame di stimoli 

esterni ai recettori associati alla membrana ed è mediato dalla conseguente azione 

rapida di diverse proteine fosfatasi e chinasi (Faul et al., 2007; Schubert and Dotti, 

2007). Pertanto, il movimento, la crescita e la migrazione delle cellule vascolari sono 

caratterizzati da un dinamico rimodellamento dell’actina del citoscheletro e si pensa 

che siano processi necessari alla crescita, alla segnalazione intracellulare, 

all’angiogenesi ma anche alla riparazione del danno vascolare e al mantenimento 

dell'integrità funzionale dell'endotelio (Giretti and Simoncini, 2008). L’esposizione 

di cellule endoteliali umane isolate al 17β-estradiolo, di fatto, induce un rapido 

rimodellamento del citoscheletro attraverso un processo che richiede l’interazione tra 

ERα e la proteina G, Gα13  (Simoncini et al., 2006). 

 

 

1.3.5   Vie di segnalazione degli estrogeni 

 

La maggior parte delle vie di segnalazione mediate dagli estrogeni sono dipendenti 

dagli ERs ma esistono anche meccanismi ERs-indipendenti (fig. 7). Le vie ERs- 

dipendenti, includono sia il meccanismo “genomico” che quello “non genomico”, 

tuttavia, studi recenti riportano un meccanismo di segnalazione indipendente dai 

recettori in quanto avviato dagli estrogeni regolando attività enzimatiche o 

interagendo con recettori nucleari per ormoni steroidei non sessuali (Richardson et 

al., 2012). 
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Figura 7: Vie di segnalazione mediate dagli estrogeni e dai recettori estrogenici (Cui et al., 2013). 

 

 

I principali effetti trascrizionali degli estrogeni sono avviati nel nucleo e dipendono 

da ERα e ERβ (fig. 7, pathway 1) che, sebbene condividano delle similarità, sono 

strutturalmente e funzionalmente distinti. Nelle cellule muscolari lisce vascolari, 

l’espressione dell’ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) è attivata da ERβ e 

repressa da ERα (Tsutsumi et al., 2008). L’attivazione del dominio AF-1 è la regione 

più divergente tra i due recettori e le regioni LBD e AF-2 sono importanti per i 

cambiamenti strutturali indotti dal ligando che attiva i recettori (Couse et al., 1999). 

Oltre ad agire direttamente attraverso le sequenze ERE, i recettori nucleari sono in 

grado di regolare la trascrizione mediante un percorso non classico attraverso 

l’associazione indiretta ER-DNA. Tali recettori, infatti, interagiscono e influenzano 

l’attività di altri fattori di trascrizione come la proteina stimolante-1 (SP-1) il più 

importante mediatore (O’Lone et al., 2004) che regola, a livello del promotore, il 

recettore delle lipoproteine a bassa densità (LDL) (Li et al., 2001) e l’ossido nitrico 

sintasi endoteliale (eNOS) (Chambliss and Shaul, 2002), suggerendo un ampio 
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cross talk tra ERs e AP-1 a livello genomico per via di numerosi trovi nella regione 

di legame recettoriale (Liu et al., 2008). 

Circa il 35% dei geni umani classificati come responsivi al 17β-estradiolo sono 

trascritti tramite un’interazione ER-DNA indiretta (O’Lone et al., 2004), che risulta 

in effetti opposti anche per lo stesso fattore di trascrizione: ERα attiva, mentre ERβ 

inibisce la trascrizione della ciclina D1 dipendente da AP-1 in presenza di 17β-

estradiolo nelle cellule Hela (Liu et al., 2002). Inoltre, nelle funzioni cerebrali 

estrogeno-mediate tale via di segnalazione declina durante l’invecchiamento. 

Un meccanismo ER-dipendente alternativo è avviato nella membrana o nel 

citoplasma (fig.7, pathway 2) e gli effetti a valle sono solo in parte dovuti alla 

traduzione o alla trascrizione (Vasudevan et al., 2008). Questa via è la principale 

responsabile di una serie di azioni estrogeniche rapide e acute, che giocano un ruolo 

critico nel fegato, nel sistema nervoso e scheletrico (Chimento et al., 2010). Tali 

effetti sono il risultato del cross talk con altri recettori di membrana o dell’attivazione 

di una varietà di cascate di segnalazione citoplasmatica. Ad esempio, gli estrogeni 

attivano ERα e ERβ associati alla membrana al fine di interagire con i recettori 

metabotropici del glutammato (mGluRs), attivandone il signaling in assenza del 

glutammato (Huang et al., 2012).  

Gli estrogeni possono anche esercitare effetti rapidi attraverso diversi nuovi ERs di 

membrana nel sistema nervoso centrale, tra cui ER-X e recettori accoppiati a proteina 

G, come GPR30/GPER e Gq-mER (Toran-Allerand  et al., 2002; Revankar et al., 

2005). ER-X è un recettore estrogenico di membrana saturabile, ad alta affinità 

arricchito nel cervello, nell’utero e nei polmoni, funzionalmente distinto da ERα e 

ERβ (Toran-Allerand et al., 2002). Mentre ERα può inibire ERK, ER-X promuove la 

fosforilazione tirosinica di ERK1/ERK2 e attiva la via MAPK/ERK (Singh et al., 

1999). Nella membrana plasmatica, nell’apparato del Golgi e nel reticolo 

endoplasmatico (Matsuda, et al., 2008), GPR30 o GPER media l’attivazione della 

proteina G estrogeno-indotta di diverse cascate di segnalazione, come PI3K e calcio 

(Revankar et al., 2005).  

Gli estrogeni possono esercitare effetti antiossidanti e sopprimere lo stress ossidativo 

attraverso una via indipendente dai recettori estrogenici (Haas et al., 2012), 

regolando l’attività enzimatica o interagendo con recettori nucleari per steroidi non 

sessuali (fig. 7, pathway 3) al fine di proteggere dal danno cellulare. Gli estrogeni, 

infatti, prevengono efficacemente lo stress pro-ossidante, limitando il rilascio di ROS 

in seguito al danno mitocondriale attraverso l’anello fenolico A, un antiossidante 
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intrinseco che fornisce un’attività ciclica antiossidante/redox nei neuroni, integrata 

con altre attività neuroprotettive (Richardson et al., 2012). Nei neuroni e nelle linee 

cellulari neuronali è stato dimostrato che il 17β-estradiolo possiede tali proprietà 

antiossidanti e sopprime lo stress ossidativo indotto da perossido di idrogeno, anione 

superossido e altri agenti pro-ossidanti (Behl and Holsboer 1999).  

Inoltre, può favorire il cancro al seno nelle femmine di topo prive di ERα e ERβ 

endogeni, suggerendo effetti ER-indipendenti del 17β-estradiolo nella formazione del 

tumore, che probabilmente si verificano attraverso metaboliti degli estrogeni (Yue et 

al., 2010). Inoltre, alcuni effetti vascolari degli estrogeni sono mediati attraverso 

recettori nucleari di ormoni non sessuali, come PPARg (Tiyerili et al., 2012). 

In condizioni fisiologiche normali, i recettori estrogenici possono essere attivati in 

modo ligando-indipendente (fig. 7, pathway 4) attraverso cascate di segnalazione 

innescate da una varietà di fattori, tra cui neurotrasmettitori come la dopamina 

(Poweret al., 1991), fattori di crescita come il fattore di crescita epidermico (EGF) e 

insulino-simile (IGF-1) (Ignar-Trowbridge et al., 1992; Klotz et al., 2002), e 

attivatori di particolari vie di segnalazione intracellulare, come quelle mediate dalle 

chinasi PKC, PKA, MAPK e PI3K (Martin et al., 2000; Schreihofer et al., 2001).  

L’attivazione della via ligando-indipendente è in gran parte relativa alla 

fosforilazione di ER da parte di proteine chinasi cellulari. Ad esempio, EGF può 

innescare la fosforilazione della serina 118 nel dominio AF-1 di ERα e attivare la sua 

attività trascrizionale (Kato et al., 2000). Allo stesso modo, la proteina chinasi A 

(PKA) può anche fosforilare la serina 236 nel dominio di legame al DNA di ERα e 

regolare la dimerizzazione recettoriale (Chen  et al., 1999). Dati recenti suggeriscono 

che la dopamina può regolare l’espressione dei recettori progestinici all’interno delle 

regioni riservate della via di sviluppo del cervello del ratto, attivando i recettori degli 

estrogeni in modo ligando-indipendente (Olesen and Auger, 2008). Infine, ERα 

media la proliferazione cellulare indotta dalla leptina secondo la stessa modalità nelle 

cellule tumorali ovariche (Choi et al., 2011). 
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1.3.6   Azione degli estrogeni sulle cellule endoteliali e sulle cellule 

muscolari lisce 

 

Gli estrogeni endogeni proteggono dalle malattie vascolari e dall’aterosclerosi prima 

della menopausa risultando vantaggiosi sotto il profilo del colesterolo e della 

pressione sanguigna (Mendelsohn and Karas,1999; Meyer et al., 2006). Gli effetti 

benefici diretti alla parete vascolare includono l’inibizione della proliferazione delle 

cellule muscolari lisce della vascolatura, una potente attività vasodilatatrice, 

l’inibizione dell’infiammazione, proprietà antiossidanti e un accelerato recupero 

delle cellule endoteliali dopo il danno vascolare (Mendelsohn and Karas, 1999; 

Meyer et al., 2006), perlopiù mediati dagli ERs classici. 

Gli ormoni steroidei inducono sulla parete arteriosa la modificazione dei flussi ionici 

e dei recettori localizzati sulle cellule muscolari lisce e la modulazione della 

produzione e dell’attività dei fattori di derivazione endoteliale. Tuttavia, gli effetti 

indotti dagli estrogeni dipendono dal letto vascolare e variano in relazione alla specie 

animale considerata, mostrando eterogeneità sulla funzione vasomotoria. 

E’ stato riportato, ad esempio, che il 17β-estradiolo induce un rilassamento sia 

endotelio-dipendente che indipendente nell’aorta ma che è completamente endotelio-

indipendente nelle arterie mesenteriche, mentre, nelle piccole arterie cerebrali 

contribuiscono sia i metaboliti dell’NO che della ciclossigenasi (COX). Il trattamento 

con estrogeni aumenta la rigidità aortica e potenzia la funzione vasodilatatoria 

endoteliale nei quarti posteriori, ma non nel letto vascolare carotideo (Tostes et al., 

2003).  

Nel controllo del tono vascolare l’endotelio gioca un ruolo importante attraverso il 

rilascio di fattori rilassanti e contrattili e, gli estrogeni, esercitano una serie di effetti 

sugli stessi fattori di derivazione endoteliale. 

E’ stato dimostrato che gli estrogeni migliorano il rilassamento arterioso endotelio-

dipendente a livello coronarico, mesenterico, cerebrale e dell’aorta in diverse 

tipologie animali e, studi condotti sugli esseri umani hanno evidenziato che il 

trattamento ormonale sostitutivo aumenta il flusso e diminuisce sia la resistenza 

coronarica che il tono vascolare periferico. 

Il rilascio basale di NO aumenta nelle femmine rispetto ai maschi (Hayashi et al., 

1992; Nigro et al., 1990) e la somministrazione di estrogeni ne ripristina il rilascio 

basale ex vivo alterato nei ratti ovariectomizzati, così come è stato osservato (Huang 
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et al., 2000) il ripristino dell’NO endoteliale in risposta allo shear stress nelle 

arteriole muscolari pressurizzate di ratti maschi spontaneamente ipertesi (SHR), 

sovraregolando l’eNOS. Di contro, il rilascio della prostaciclina aortica è ridotto di 

circa il 40% dopo il trattamento estrogenico nei tessuti di questi animali. 

La produzione di NO ricopre la maggior parte dell’attività vasorilassante endotelio-

dipendente.Tra i probabili meccanismi implicati nell’aumento indotto dall’estradiolo 

sono inclusi:  

 la stimolazione trascrizionale dell’espressione del gene NOS; 

 l’inibizione della sottoregolazione indotta da citochine, dell’espressione 

genica della NOS; 

 modificazioni post-traduzionali della NOS; 

 l’aumento del cofattore o della disponibilità L-arginina; 

 l’attivazione non genomica di secondi messaggeri (Ca2 +, cAMP) e tirosina 

chinasi; 

 la traslocazione dalla membrana ai siti intracellulari; 

 la modulazione di sistemi degradanti l’NO (generazione di radicali reattivi 

dell’ossigeno e antiossidanti).  

E’ stata dimostrata in una varietà di tessuti l’induzione costitutiva Ca2+-dipendente 

della NOS da parte degli estrogeni che, inoltre, sono responsabili anche di un effetto 

molto più intenso e funzionalmente rilevante, ovvero, un rapido miglioramento 

dell’attività dell’enzima attraverso meccanismi non trascrizionali e riducendone la 

dipendenza  dal calcio (Caulin-Glaser et al., 1997).  

L’attivazione acuta dell’eNOS, che si realizza attraverso la via PI3K/Akt, è stato 

osservato da Hisamoto et al. (Hisamoto et al., 2001) essere dovuta al 17β-estradiolo 

ma non al 17α-estradiolo nelle cellule endoteliali della vena ombelicale umana. Al 

contrario, l’espressione della caveolina-1 ne inibisce l’attività catalitica. 

Similmente agli estrogeni, il SERM raloxifene stimola l’espressione dell’mRNA 

dell’eNOS e innesca l'attivazione rapida della sintesi di NO tramite il pathway PI3K 

(Simoncini et al., 2002).  

Il 17β-estradiolo nei casi di angioplastica coronarica percutanea transluminale 

migliora la funzione endoteliale, consente una maggiore ri-endotelizzazione ed 

espressione dell’eNOS, e diminuisce la formazione della neointima. 

Anche i fattori iperpolarizzanti di derivazione endoteliale (EDHFs) sono importanti 

mediatori del rilassamento vascolare, in modo specifico nelle arterie di resistenza, 

dove regolano il flusso sanguigno destinato al tessuto. Il rilascio degli EDHFs è 
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modulato da numerosi fattori tra cui la stimolazione da parte di un agonista, lo shear 

stress e stati patologici.  

Nell’identificazione e nella caratterizzazione chimica e funzionale di tali fattori, i 

principali candidati includono gli acidi epossieicosatrienoici, il citocromo P450, 

metaboliti dell’acido arachidonico, K+ e perossido d’idrogeno. Inoltre, 

l’accoppiamento elettrico attraverso le giunzioni mioendoteliali consente di condurre 

cambiamenti elettrici dall’endotelio al muscolo liscio, mediando o propagando 

l’iperpolarizzazione.  

Una delle prime linee di evidenza dell’iperpolarizzazione estrogeno-indotta (Harder  

and Coulson, 1979) è stata fornita dall’osservazione dell’iperpolarizzazione della 

membrana e dalla riduzione all’input della resistenza in seguito all’aggiunta di 

dietilstilbestrolo alle arterie coronarie di cane, non riconducibile ad un aumento 

dell’attività della pompa Na+/K+ ATPasi. 

In seguito, è stato dimostrato che la risposta iperpolarizzante all’acetilcolina nelle 

arterie mesenteriche isolate da topi di mezza età è significativamente maggiore nelle 

femmine rispetto ai maschi e la sua marcata riduzione, conseguente all’ovariectomia, 

è migliorata dal 17β-estradiolo nella terapia sostitutiva. A sostegno di ciò, durante la 

gravidanza, una condizione caratterizzata da livelli elevati di estrogeni, si verifica la 

sovraregolazione della vasodilatazione EDHF-mediata (Tostes et al., 2003). 

Le azioni mediate dagli estrogeni sulle cellule vascolari possono influenzare anche il 

metabolismo delle prostaglandine e l’attività dell’enzima chiave nella loro sintesi, 

ossia la COX. 

Il 17β-estradiolo, stimola la produzione di prostaglandine vasodilatanti come la PGI2 

in una varietà di preparati cellulari endoteliali, il cui aumentato livello è stato 

associato all’aumentata espressione di enzimi chiave, coinvolti nella sua produzione, 

includendo la fosfolipasi A2, COX-1, e la prostaciclina sintetasi (IGP).  

Sembrerebbe che la COX-2 svolga un ruolo specifico nella sintesi della PGI2  indotta 

dall’estradiolo e nella vasodilatazione, costituendo l’isoforma di elezione nelle 

cellule endoteliali della vena ombelicale umana (Akarasereenont et al., 2000). 

Tuttavia è stata stabilita anche un’associazione tra l’estradiolo e prostaglandine 

vasocostrittrici:  

1) la sostituzione estrogenica impedisce la vasocostrizione dipendente dalla 

prostaglandina H sintasi (PGHS), associata all’aumentata sensibilità del 

recettore del trombossano A2 (TXA2)/prostaglandina H2 (PGH2), nelle 

arterie di resistenza mesenteriche di Ratti Sprague-Dawley ovariectomizzati; 
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2) gli estrogeni migliorano la vasodilatazione nelle arterie mesenteriche isolate 

da ratti Fisher anziani, diminuendo la costrizione PGHS-2 dipendente e 

l’espressione di PGHS-2 stessa; 

3) gli estrogeni diminuiscono la sintesi dei metaboliti contrattili della COX. 

Il rilascio della PGF2α, ma non del TXB2 e della 6-keto-PGF1α, risulta maggiore 

nella microvascolatura di ratti SHR ovariectomizzati rispetto ai controlli, a seguito 

della stimolazione con noradrenalina, suggerendo che gli estrogeni diminuiscono la 

sintesi di metaboliti contrattili della COX, come PGH2/PGF2α (Dantas et al., 1999). 

Come accennato in precedenza, non tutte le arterie rispondono allo stesso modo 

all’estradiolo.  

La modulazione del pathway della COX, da parte degli estrogeni sembra essere 

mediata dall’attivazione degli ERs. Nelle cellule endoteliali delle arterie polmonari, 

la produzione di PGI2 è mediata da ERβ; d’altra parte, l’osservazione che gli 

estrogeni aumentano i livelli di COX-1 nei vasi sanguigni cerebrali di topi wild type, 

ma sono inefficaci in ERα knockout, suggerisce che la regolazione della COX-1 

endoteliale da parte di ERα contribuisce agli effetti mediati dagli estrogeni (Tostes et 

al., 2003). 

Nei processi infiammatori, citochine e altri mediatori infiammatori suscitano notevoli 

cambiamenti fenotipici nelle cellule endoteliali che, attivate, rilasciano NO e PGI2, 

vasodilatando e, perciò, facilitando l’afflusso di leucociti ai siti della lesione. Tali 

cellule endoteliali esprimono molecole di adesione per i leucociti (E-selectina), 

molecole di adesione intercellulare (ICAM-1) e molecole di adesione cellulare 

vascolare (VCAM-1) e sono una fonte di chemochine che, non solo hanno effetti 

chemotattici sui leucociti, ma sono anche potenti attivatori delle integrine dei 

leucociti, permettendone l’interazione con i recettori endoteliali. 

Sia i linfociti T che B, monociti, macrofagi, e mastociti sono sensibili agli estrogeni: 

a concentrazioni fisiologiche, essi aumentano la produzione di citochine 

proinfiammatorie e del fattore di necrosi tumorale-α (TNF-α). Quest’ultimo, attiva 

l’adesione endoteliale dei leucociti tramite l’aumento dell’espressione delle molecole 

di adesione endoteliale E-selectina, ICAM-1, e VCAM-1 (Cid et al., 1994). Studi di 

cinetica dell’mRNA per le molecole di adesione endoteliale hanno mostrato che, 

inizialmente, gli estrogeni aumentano i livelli di mRNA per E-selectina, ICAM-1, e 

VCAM-1 mentre, successivamente al trattamento, rivelano bassi livelli (Cid et al., 

1994). L’aumento dell’espressione della VCAM-1 è ridotto dal 17β-estradiolo 

nell’aorta di animali ipercolesterolemici ovariectomizzati (Nathan et al., 1999), ed è 
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attenuato dalla produzione di estrogeni nell’endotelio vascolare per effetto della 

P450 aromatasi, contribuendo alla protezione delle arterie dall’aterosclerosi. 

L’espressione del ligando Fas dell’endotelio vascolare, che inibisce la migrazione 

delle cellule infiammatorie nella parete vascolare, risulta favorita dal trattamento con 

17β-estradiolo, con conseguente inibizione del traffico dei leucociti attraverso 

l’endotelio e rappresentando, potenzialmente, un meccanismo apparente dell’effetto 

antiaterogenico degli estrogeni (Tostes et al., 2003). 

Gli effetti vasculoprotettivi di questi ormoni, inoltre, sono stati parzialmente attribuiti 

ad una variazione dell’equilibrio NO/anione superossido (O2-) nella parete del vaso, a 

favore dell’aumento della biodisponibilità di NO. Nelle colture di cellule endoteliali 

della vena ombelicale umana, il 17β-estradiolo diminuisce l’espressione della 

subunità gp91phox della NADPH ossidasi e sovraregola l’espressione dell’eNOS, 

migliorando il bilancio NO/O2 (Wagner et al., 2001). D’altra parte, l’aumento dello 

stress ossidativo e la riduzione della produzione di NO a causa della carenza di 

estrogeni sono stati associati a livelli di pressione sanguigna più elevati. 

La sostituzione estrogenica cronica nei ratti ovariectomizzati previene la diminuzione 

dei livelli plasmatici di nitriti/nitrati e l’aumento della pressione sanguigna. 

Wassmann et al. (2001) hanno osservato che la terapia ormonale sostitutiva e 

l’antagonismo per il recettore dell’angiotensina di tipo 1 (AT1) previene il 

peggioramento della disfunzione endoteliale, una maggiore risposta vasocostrittoria 

all’angiotensina II (Ang II) e l’aumento della produzione vascolare di O2 in ratti SHR 

ovariectomizzati. 

Molto recentemente, è stato dimostrato che gli estrogeni riducono l’espressione della 

NAD(P)H ossidasi indotta dall’Ang II e del perossinitrito nelle colture di cellule 

endoteliali.  

E’ stato osservato che lo stress ossidativo nelle arterie mesenteriche risulta 

significativamente aumentato nei ratti SHR ovariectomizzati ed è attenuato dal 

trattamento con estradiolo o estradiolo associato al progesterone. 

Negli esseri umani è stato suggerito che la disfunzione endoteliale secondaria alla 

deprivazione estrogenica endogena acuta (ovariectomia chirurgica) è causata dalla 

ridotta disponibilità di NO, che deriva dalla produzione dello stress ossidativo COX-

dipendente (Virdis et al., 2000). 

Gli estrogeni agiscono, inoltre, sul sistema renina-angiotensina: è stato dimostrato 

che aumentano l’espressione genica e i livelli plasmatici di angiotensinogeno e hanno 

effetti anche sui livelli di renina presenti nella circolazione. Rispetto agli uomini, le 
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donne in generale ma anche le donne in terapia ormonale sostitutiva e in menopausa 

manifestano livelli di renina inferiori. 

La carenza di estrogeni aumenta i livelli di mRNA del sottotipo recettoriale AT1, 

come l’efficacia dell’Ang II stessa sulla vasocostrizione mentre, la terapia 

estrogenica sostitutiva nel ratto ovariectomizzato ne invertite la sovraespressione. 

La sottoregolazione dell’mRNA e dell’espressione proteica del recettore AT1 da 

parte degli estrogeni avviene attraverso l’attivazione degli ERs e sembra essere 

mediata dalla via NO-dipendente (Nickenig et al., 2000).  

Il trattamento con estrogeni antagonizza anche gli effetti della crescita mediata 

dall’interazione dell’Ang II con il recettore AT1 nella muscolatura liscia vascolare e 

il meccanismo coinvolto nell’azione del 17β-estradiolo include l’attenuazione 

dell’attivazione di ERK e della transattivazione dell’espressione della fosfatasi-1 

della via MAPK mediata dal recettore AT1 (Takeda-Matsubara et al., 2002). 

Sia gli estrogeni che SERMs, come idoxifene, inibiscono il rilascio di specie reattive 

dell’ossigeno indotto dall’Ang II. Brosnihan et al. (1999) hanno dimostrato che 

l’attività dell’enzima di conversione dell’Ang (ACE) nella circolazione e nei tessuti è 

ridotto dalla sostituzione ormonale cronica in modelli animali di postmenopausa.  

Sotto l’aspetto cardiovascolare in risposta alla somministrazione di Ang (1-7) e Ang 

II, ratti (mRen2) transgenici femmina trattati con la sostituzione estrogenica, hanno 

mostrato livelli di pressione sanguigna più bassa. Poiché gli estrogeni aumentato i 

livelli plasmatici di Ang (1-7) e ne amplificano l’azione vasodilatatoria riducendo la 

formazione e l’azione vasocostrittoria dell’Ang II, è ipotizzabile una modificazione 

dell’equilibrio vasocostrittore/vasodilatatore del sistema renina-angiotensina 

(Brosnihan et al., 1999). 

Le azioni degli estrogeni sono state mostrate in diversi punti della cascata 

dell’endotelina-1 (ET-1). E’ stato riportato che il 17β-estradiolo attenua la 

costrizione coronarica indotta da ET-1, sia in vitro che in vivo e, in aggiunta, in 

assenza di ormoni ovarici femminili è stato osservato un aumento dell’espressione 

dell’mRNA della prepro-ET-1 nelle cellule endoteliali dell’aorta porcina. 

Barber et al. (Barber et al., 1996) hanno riportato che le fluttuazioni endogene degli 

estrogeni influenzano l’affinità dei recettori dell’ET-1 nella muscolatura liscia 

dell’arteria coronaria isolata da maiali femmina. Il rapporto differenziale dei recettori 

ETA e ETB, favorisce gli effetti vasodilatatori nelle donne (Ergul et al., 1998) e 

l’ovariectomia aumenta le risposte vasocostrittorie all’agonista del recettore ETB.  

L’estradiolo e i suoi metaboliti con poca o nessuna affinità per gli ERs, inibiscono la 
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sintesi basale e ET-1 stimolata nelle cellule endoteliali delle arterie coronarie di 

suino, probabilmente mediata dall’inibizione dell'attività MAPK e da un meccanismo 

ER-indipendente (Dubey et al., 2001).  

In donne sane in postmenopausa trattate con la terapia ormonale sostitutiva è stato 

osservato un  aumento plasmatico di nitriti/nitrati e una diminuzione dei livelli di ET-

1 (Saitta et al., 2001). 

Sulla muscolatura liscia gli estrogeni svolgono un ruolo nella regolazione selettiva 

del tono vascolare modulando e modificando la permeabilità dei canali ionici in tali 

cellule.  

Le azioni del 17β-estradiolo sui canali del K+ sono state descritte sia nelle cellule del 

muscolo liscio che in quelle endoteliali. I canali del K+  ATP-sensibili (KATP) 

sembrano essere coinvolti nel rilassamento dell’aorta di ratto indotto da un 

meccanismo AMP ciclico-dipendente (Martinez et al., 2001). 

Studi funzionali hanno dimostrato anche che il 17β-estradiolo rilassa le arterie 

coronarie suine attraverso un meccanismo endotelio-indipendente che coinvolge  

l’efflusso di K+  e tramite l’impiego della tecnica del patch-clamp è stato confermato 

come siano proprio gli estrogeni a stimolare l’apertura del canale del K+. Dal 

momento che l’effetto del 17β-estradiolo sui canali a larga conduttanza del  K+  

attivati dal calcio (BKCa) risulta bloccato dall’inibizione dell’attività della proteina 

chinasi dipendente dal cGMP  ed è mimato dal cGMP esogeno o stimolando l’attività 

della proteina chinasi cGMP dipendente, è stato suggerito che il 17β-estradiolo 

rilassa le arterie coronarie aprendo i canali BKCa tramite la fosforilazione cGMP-

dipendente (White et al., 1995). 

In riferimento all’interazione diretta tra l’estradiolo e la subunità dei canali 

voltaggio-dipendenti è stato osservato che l’estradiolo si lega alla subunità β dei BK, 

che consistono in un poro costituito dalla subunità α e in una subunità β regolatoria 

che conferisce una maggiore sensibilità al Ca2+. Il legame dell’estradiolo a 

quest’ultima subunità, attiva i canali BK che, indipendentemente dalla generazione di 

segnali intracellulari, possono essere attivati anche dall’ormone coniugato ad una 

proteina carrier di membrana impenetrabile (Valverde et al., 1999).  

Evidenze funzionali hanno dimostrato che gli estrogeni modulano l’ingresso di Ca2+ 

e il suo rilascio intracellulare nelle cellule muscolari lisce della vascolatura; 

nell’aorta e nell’arteria mesenterica di ratto, il 17β-estradiolo riduce 

significativamente la massima contrazione al KCl e alla norepinefrina. In assenza di 

Ca2+ extracellulare, il 17β-estradiolo rilassa le arterie precontratte con norepinefrina, 
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suggerendo che l’ormone inibisce il rilascio di Ca2+ intracellulare, un effetto che 

probabilmente è dovuto all’interazione diretta con la membrana cellulare o con i 

canali ionici. 

Kitazawa et al. (Kitazawa et al., 1997) hanno osservato che l’estradiolo attenua lo 

sviluppo di un’alta forza indotta dal KCl e la fosforilazione della catena leggera della 

miosina, producendo un rilassamento rapido e reversibile. Inoltre, considerata 

l’inibizione rapida dei canali del Ca2+ voltaggio dipendenti di tipo L nelle cellule 

muscolari lisce, a concentrazioni fisiologiche riduce l’influsso di Ca2+ attraverso 

l’inibizione di tali canali e riduce la fosforilazione della catena leggera della miosina 

e la contrazione muscolare. Il 17β-estradiolo riduce anche la risposta del Ca2+  

intracellulare all’ET-1 nelle cellule muscolari lisce dell’arteria coronaria, in 

condizioni in cui l’influsso del Ca2+ e la ricaptazione nel reticolo sarcoplasmatico 

sono bloccati. 

Altre azioni degli estrogeni includono l’attivazione della via monossido di 

carbonio/eme ossigenasi/cGMP nelle cellule endoteliali di origine umana, a livello 

della vena ombelicale e dell'arteria uterina, la sovraregolazione dei recettori α1-

adrenergici nelle arterie mesenteriche di resistenza e la modulazione della 

proliferazione e della crescita delle cellule muscolari lisce (Tostes et al., 2003). La 

figura 8 è esemplificativa degli effetti mediati dagli estrogeni sulle cellule endoteliali 

e muscolari lisce della vascolatura (Gencel et al., 2012). 
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Figura 8: Effetti degli estrogeni sulle cellule endoteliali e muscolari lisce vascolari (Gencel et al., 

2012). 

 

In modelli murini ovariectomizzati di ischemia locale, il pretrattamento con 

estradiolo aumenta l’espressione del trasportatore del glucosio, GLUT1, e la 

sopravvivenza delle cellule endoteliali nei vasi sanguigni cerebrali, probabilmente 

contribuendo alla significativa riduzione del danno ischemico (Shi et al., 1997).  

A concentrazioni fisiologiche, o anche superiori, l’estradiolo inibisce la sintesi del 

DNA e la proliferazione cellulare in risposta a vari stimoli plasmatici, tra cui il 

fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), il fattore di crescita insulino simile 

(IGF), ET-1 e lo stress meccanico (Ling et al., 2001). 

Tali effetti possono essere mediati attraverso varie vie, compresi ERs, MAPK, pre-

oncogeni (c-fos e cMyc), geni della risposta della crescita precoce (SP-1 e Egr-1) e 

creatina chinasi. 
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Analogamente, progesterone (Morey et al., 1997; Suzuki et al., 1996) e fitoestrogeni 

(Ling et al., 2004; Dubey et al., 1999) sortiscono un effetto inibitorio sulla 

proliferazione delle VSMCs.  

Gli estrogeni, a concentrazioni fisiologiche basse, possono stimolare la proliferazione 

delle VSMCs (Somjen et al., 1998) e perdere l’azione inibitoria sulla proliferazione 

cellulare indotta da PDGF in condizioni di elevate concentrazioni di glucosio (Ling 

et al., 2002). I fitoestrogeni, invece, possono migliorarne gli effetti sulla crescita 

(Somjen et al., 2001) e influenzarne la produzione di collagene attraverso la 

mediazione degli ERs (Mizutani et al., 2000) mentre, la gravidanza, così come la 

supplementazione di estradiolo, può aumentare la crescita indotta da PDGF nelle 

arterie uterine, attraverso l’attivazione della proteina chinasi C (PKC) (Keyes et al., 

1996).  

 

 

1.3.7   Concentrazioni degli estrogeni e distribuzione dei recettori 

estrogenici in gravidanza 

 

Il corpo luteo è l’unica fonte di 17β-estradiolo durante le prime 5-6 settimane di 

gestazione e, trascorso il primo trimestre, la placenta diventa la fonte maggiore 

(Tulchinsky and Hobel, 1973).  

Il  tasso di produzione e il livello circolante degli estrogeni aumenta in modo marcato 

durante la gravidanza. Nella donna, il 17β-estradiolo è inferiore a 0.1 ng/mL durante 

la fase follicolare del ciclo e arriva a circa 0.4 ng/ml durante la fase luteale 

(Abraham  et al., 1972).  

Il concepimento comporta un incremento graduale in un range di 6-30 ng/ml al 

termine (Lindberg  et al., 1974), raggiungendo il doppio, circa, della fase luteale 

entro la sesta settimana, per aumentare gradualmente tra la decima e la trentesima 

settimana e, di poco, nelle ultime dieci settimane (De Hertogh et al., 1675). 

Considerata la  deficienza dell’attività della 17-idrossilasi e della 17-20 desmolasi, la 

placenta è incapace di convertire il progesterone in estrogeni, pertanto, sfrutta i 

precursori degli androgeni a 19 atomi di carbonio prodotti dalle ghiandole surrenali 

fetali e materne.  

La principale fonte surrenale fetale di deidroepiandrosterone solfato (DHEAS) è la 

frazione LDL del colesterolo circolante nel sangue fetale e, solo una fonte minore, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Hertogh%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=1112883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Hertogh%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=1112883
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deriva dal pregnenolone secreto dalla placenta. Circa il 20% del colesterolo fetale 

deriva dal compartimento materno e poiché i livelli nel liquido amniotico sono 

trascurabili, la principale fonte di colesterolo è il fegato fetale. All’avanzare della 

gestazione, crescenti quantità di 17β-estradiolo sono sintetizzate dalla conversione 

del DHEAS circolante materno e fetale dalle quali, al termine, è prodotta circa la 

stessa quantità di estrogeni (Tulchinsky and Hobel, 1973; Siiteri and MacDonald, 

1966). Il sistema endocrino del feto si distingue per la vasta coniugazione degli 

steroidi con il solfato. 

Di conseguenza, la placenta si basa sull’attività della solfatasi per scindere i 

coniugati solfati nel compartimento fetale e, naturalmente, una sua carenza risulta in 

uno stato a bassa concentrazione di estrogeni in gravidanza (Bradshaw and Carr, 

1986). 

L’enzima aromatasi citocromo P450 è responsabile della conversione dei precursori 

a 19 atomi di carbonio in estrogeni (Simpson et al., 1994) . 

In merito alla funzione vasodilatatoria degli estrogeni durante la gravidanza nei 

modelli animali, una loro iniezione diretta nelle arterie uterine produce aumenti 

notevoli del flusso sanguigno ma senza dubbio, è il 17β-estradiolo il più potente 

estrogeno implicato in questo ruolo sebbene, anche l’estriolo e  l’estrone, per quanto 

meno attivi, producano il medesimo effetto (Resnik et al., 1974). 

Considerata l’esposizione del letto utero-placentare all’enorme secrezione di estriolo, 

quest’ultimo può ritenersi il principale sovraregolatore del flusso sanguigno uterino, 

il cui ruolo è predominante nella gravidanza umana (Resnik et al., 1974).  

I meccanismi regolati dagli estrogeni consentono al feto di determinare la produzione 

e la secrezione di progesterone durante il terzo trimestre: nei primati, rendono 

possibile la biosintesi del progesterone placentale in base alla disponibilità del 

colesterolo LDL per la conversione in pregnenolone e nei prodotti steroidei a valle 

(Henson et al., 1991). 

I livelli di estriolo risultano molto bassi fino all’ottava settimana ma è stato osservato 

un incremento graduale dopo la dodicesima settimana, fino alla trentaduesima (De 

Hertogh et al., 1675). 

L’estriolo è primariamente identificato nel siero materno alla nona settimana di 

gestazione (Tulchinsky and Hobel, 1973; Siiteri PK, MacDonald, 1966; Tulchinsky 

et al., 1971; Landon and Gabbe, 1991): questa relazione temporale trova 

corrispondenza con le prime fasi della maturazione degli steroidi nella ghiandola 

surrenale fetale (Tulchinsky and Hobel, 1973), per poi dipendere dalla presenza del 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Hertogh%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=1112883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Hertogh%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=1112883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Hertogh%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=1112883
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feto. Le concentrazioni di estriolo sono inferiori a circa 0.01 ng/ml nella donna non 

gravida: sono pari a circa 0.05 ng/ml entro la nona settimana per poi aumentare 

gradualmente in un range di 10-30 ng/ml al termine (Tulchinsky and Hobel, 1973; 

Tulchinsky et al., 1972; Tulchinsky et al., 1971; Klopper et al., 1973), riflettendo il 

picco finale della steroidogenesi intrauterina tra la trentacinquesima e la 

quarantesima settimana di gestazione. 

La placenta non presenta l’attività della 16α-idrossilasi pertanto, l’estriolo con il suo 

gruppo 16α-idrossilico deve essere sintetizzato da un precursore fetale immediato.  

È, infatti, il fegato fetale a provvedere alla 16α-idrossilazione del DHEAS per la 

sintesi dell’estriolo placentale, attività che scompare dopo la nascita. 

Per le prime 4-6 settimane di gravidanza, l’estrone si forma da fonti materne come 

ovaie, surreni e conversione periferica (Lindberg et al., 1974); in seguito, la placenta 

secerne quantità incrementali di estrone dalla conversione del DHEAS materno 

circolante e fetale, costituendone la fonte maggiore per il resto della gravidanza 

(Tulchinsky and Hobel, 1973). Le concentrazioni di estrone sono inferiori a  

0.1 ng/ml durante la fase follicolare e possono raggiungere un massimo di 0.3 ng/ml 

nella fase luteale del ciclo mestruale normale e durante le 6-10 settimane di 

gestazione (Tulchinsky et al., 1972), per poi avere un aumento graduale di 

2-30 ng/ml al termine (Tulchinsky and Hobel, 1973; Tulchinsky et al., 1972; 

Lindberg et al., 1974). 

Nei 184 giorni di gestazione dei babbuini, le concentrazioni di estradiolo aumentano 

da livelli iniziali relativamente bassi fino a raggiungere 0.35 ng/ml tra i giorni 53-59 

e mostrare un picco maggiore di 2.50 ng/ml tra i giorni 60-85 della gestazione. 

Tale picco si riduce a circa 1.00 ng/ml a metà gravidanza per poi aumentare 

progressivamente fino ad un valore massimo superiore a 4.00 ng/ml (Albrecht et al., 

2000).  

Nelle ovaie di ratto non gravide, il tasso di secrezione degli estrogeni in vivo, è di 

circa 0.95 E.E. ng/ovaie/hr al termine dell’estro mostrando valori massimi di circa 11 

E.E. ng/ovaie/hr al termine del diestro e in pieno proestro. La concentrazione degli 

estrogeni va da un minimo di 0.54 E.E. ng/ml di plasma al termine dell’estro, fino a 

valori massimi pari a circa 4.53 E.E. ng/ml di plasma al termine del diestro. Nel 

plasma venoso delle ovaie, la secrezione degli estrogeni tende a ridursi in seguito al 

rilascio dell’LH (Yoshinaga et al., 1969). Durante la gravidanza, contrariamente a 

quanto ci si attenderebbe, i livelli di estrogeni risultano essere inferiori a quelli 

osservati nel ciclo dell’estro, mostrando un picco bifasico nei giorni 3 e 4. La 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albrecht%20ED%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10694348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshinaga%20K%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5815010
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larghezza dei due picchi a giorno 4, è tipica 24 ore prima dell’impianto dell’ovulo 

mentre, il significato del picco minore a giorno 3 è poco chiaro. L’aumento graduale 

si osserva tra i giorni 13-20, ovvero nel terzo periodo della gestazione, per avere un 

picco al parto, ossia nel giorno 22 (Yoshinaga et al., 1969). Nei giorni 4 e 22 sono 

riportate le concentrazioni maggiori: il tasso di secrezione è pari a circa 2.34 E.E. 

ng/ovaie/hr con una concentrazione di 1.10 E.E. ng/ml di estrogeni a giorno 4, 

indotta dal rilascio della gonadotropina, in cui solo l’LH sembra essere coinvolto 

(Yoshinaga et al., 1969). A giorno 22, invece, il tasso di secrezione è circa 14.65 E.E. 

ng/ovaie/hr  mentre, il picco della concentrazione di estrogeni raggiunge 3.12 E.E. 

ng/ml (Yoshinaga et al., 1969). 

Anche nel topo è stato osservato un aumento dei livelli di estradiolo al quarto di 

diciannove giorni di gravidanza, che si riduce nel giorno successivo e aumenta 

nuovamente nel sesto giorno (Jacquet et al., 1977).  

Nel sangue venoso delle ovaie del ratto, anche la concentrazione dell’estrone risulta 

maggiore durante l’estro: in questa fase del ciclo, è circa 416 pg/ml di plasma, con un 

tasso massimo di secrezione di 947 pg/hr/ovario e, sebbene durante il parto il tasso di 

secrezione sia superiore (1216 pg/hr/ovario), tuttavia la concentrazione di estrone è 

circa 220 pg/ml di plasma (Shaikh, 1971). 

Anche in tal caso è stato osservato un picco al quarto giorno di gravidanza, al fine di 

preparare le cellule luteali all’azione della prolattina. Tuttavia, in generale per gli 

estrogeni, le concentrazioni non risultano crescenti gradualmente nel corso della 

gravidanza: il mantenimento di livelli fluttuanti, intorno al periodo centrale della 

gestazione molto probabilmente potrebbe essere associato alla crescita del follicolo 

in assenza dell’ovulazione, evidenziando il persistere dell’attività follicolare ciclica 

durante la gravidanza (Shaikh, 1971). 

Nel topo l’aumento graduale di estradiolo nel plasma si verifica dopo una marcato 

incremento della produzione di androgeni tra i giorni 8-10 della gravidanza. La 

maggiore produzione di androgeni, a metà gestazione, è finalizzata a fornire un 

substrato utile per l’aromatizzazione e il successivo declino nel rilascio, 

probabilmente a causa della riduzione della secrezione di LH, segnala la regolazione 

placentare della steroidogenesi ovarica; tuttavia la placenta di ratto è capace di 

produrre anche un ormone LH-simile, che può stimolare la sintesi di estrogeni. 

Inoltre, il numero delle placente determina i livelli plasmatici degli ormoni sussuali 

femminili, infatti, in seguito ad una loro riduzione, il supporto luteotropico 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshinaga%20K%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5815010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshinaga%20K%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5815010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshinaga%20K%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5815010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacquet%20P%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=911409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaikh%20AA%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5163522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaikh%20AA%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5163522
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placentare risulta inferiore, riflettendosi in livelli di estrogeni bassi (Barkley et al., 

1979). 

Garland e collaboratori (1987) hanno osservato che nel ratto le concentrazioni di 

progesterone, a differenza di altri ormoni, sono significativamente più alte in tutte le 

fasi della gravidanza (~ 0.5-10 µmol/l) eccetto al termine (~ 0.2 µmol/l) mentre, 

quelle di estradiolo, lo sono significativamente a giorno 16 (~ 0.18 nmol/l). 

Le concentrazioni di prolattina circolanti hanno mostrato valori più alti durante la 

prima metà della gestazione (~ 7 µg/l) per poi avere una riduzione durante la secondo 

metà e aumentare drammaticamente al termine (~ 22 µg/l). 

L’attività della renina plasmatica risulta avere un picco a giorno 9, per poi ridursi a 

giorno 16 e poi aumentare nuovamente in modo significativo. 

Per quanto concerne i livelli di aldosterone, risultano significativamente superiori 

rispetto ai controlli nei giorni 3 e 9 della gravidanza (2.5 nmol/l vs 1.4 nmol/l); un 

lieve aumento è stato osservato anche nella seconda metà della gravidanza, tuttavia 

significativo solo nel sedicesimo giorno. 

Infine, non è stato riportato alcun cambiamento significativo della concentrazione 

plasmatica di corticosterone, tranne al termine, caratterizzato da una netta riduzione 

(Garland et al., 1987). 

Dati di Chung e collaboratori (2012), invece, hanno evidenziato come nei topi 

C57Bl/6 vergini di tre mesi il progesterone sierico aumenti gradualmente, con un 

picco a metà gravidanza (~ 58.57 ng/ml), i cui livelli sono mantenuti fino al 

concepimento. 

In un lavoro del 1982, Puri e Garfield riportano che nei ratti Sprague Dawley, i livelli 

di progesterone si riducono notevolmente al diciannovesimo giorno, in maniera 

molto più rapida nel tessuto uterino che nel plasma, di contro ai livelli di estradiolo 

che iniziano ad aumentare dopo tale giorno, con un picco al parto (Puri and Garfield, 

1982). 

Per quanto concerne invece l’espressione proteica di ERα e ERβ, studi condotti in 

vivo e in coltura sull’arteria uterina e sulle relative cellule (UAEC) di pecore in 

gravidanza (120-130 giorni) hanno evidenziato livelli di circa 8 volte maggiori per  

l’mRNA di ERα rispetto a quello di ERβ, giungendo a conclusione che ERα gioca un 

ruolo predominante rispetto a ERβ nella risposta agli estrogeni delle UAECs (Liao et 

al., 2004). 

I livelli di entrambi i recettori, tuttavia, nell’endotelio dell’arteria uterina (UAendo) 

sono risultati elevati nella fase follicolare della pecora: ERβ verrebbe aumentato 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barkley%20MS%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=454763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garland%20HO%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=3305759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garland%20HO%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=3305759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puri%20CP%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=6959654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garfield%20RE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=6959654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puri%20CP%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=6959654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garfield%20RE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=6959654
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dalla gravidanza sia nell’endotelio che nella muscolatura liscia dell’arteria uterina 

mentra ERα, sembrerebbe non particolamente alterato. Al contrario, nell’arteria 

uterina di pecore ovariectomizzate (OVEX) si verifica una sostanziale riduzione di 

ERβ nell’endotelio ma ERα resta inalterato. Nel muscolo liscio, invece, entrambi i 

recettori aumentano.  

Il solo trattamento con 17β-estradiolo, ma non con il progesterone o in 

combinazione, aumenta i livelli di ERα mentre, la riduzione di ERβ nell’endotelio 

uterino di tali animali è ristabilita dalla combinazione del 17β-estradiolo e del 

progesterone (Byers  et al., 2005). 

Lo studio di Pastore e collaboratori (2012) condotto sull’arteria uterina di pecore in 

tarda gravidanza, ha messo a confronto le modifiche dell’espressione proteica di ERα 

e ERβ nell’endotelio del sistema riproduttivo rispetto a quello non riproduttivo, a 

seguito dell’aumento degli estrogeni nella fase follicolare e  dell’aumento del 

progesterone nella fase luteale e nella gravidanza. Durante la fase follicolare è stato 

riportato un aumento di 1.5 volte di ERα nell’endotelio dell’arteria uterina rispetto 

alla fase luteale. Un significativo aumento è stato riportato anche per l’espressione 

proteica di ERβ nell’endotelio in gravidanza, in modo preponderante in quello 

dell’arteria placentare, che è risultato maggiore di quasi 2.5 volte rispetto alla fase 

luteale (Pastore et al., 2012).  

Il gruppo di Leiberman (1993), nell’arteria uterina di ratto ha riportato un drastico 

incremento dei recettori estrogenici a partire da metà gravidanza fino al parto, 

raggiungendo una concentrazione citosolica superiore a 25 fmol/mg di proteina. 

Sebbene con minore intensità, anche il recettore del progesterone subisce un aumento 

che supera i 15 fmol/mg di proteina nel citosol, dieci giorni dopo la gravidanza. 

L’aumento del livello dei recettori steroidei a 19-20 giorni di gravidanza potrebbe 

essere interpretato come un livello più elevato di legame in ciascuna cellula nel 

tessuto o un aumento del numero di cellule dotate di recettori per estrogeni e 

progesterone (Leiberman et al., 1993). 
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1.4 GPR30/GPER 

 

GPER possiede caratteristiche strutturali e funzionali condivise dai membri della 

superfamiglia dei recettori a 7 domini transmembrana accoppiati a proteina G 

(GPCR), la più grande classe di recettori di membrana plasmatica. Questo recettore 

estrogenico è localizzato prevalentemente all’interno delle membrane intracellulari 

nella maggior parte, ma non in tutti i tipi cellulari e la sua espressione di superficie è 

modulata dagli ormoni steroidei e durante il danno tissutale. La constatazione che 

GPER abbia una predisposizione intracellulare suggerisce interazioni recettoriali con 

ERα  e ERβ (Gaudet et al., 2015).  

GPER è una proteina strutturalmente non correlata a ERα o ERβ, che si lega con alta 

affinità al 17β-estradiolo e può mediare alcuni dei suoi effetti non-genomici 

(Revankar et al., 2005). L’esistenza di questo recettore è stata suggerita da prove di 

segnalazione della proteina G mediata da estrogeni e dalla localizzazione di siti di 

legame per estrogeni sulle membrane (Wyckoff et al., 2001). GPER è stato clonato 

nel 1998 ed è localizzato sul cromosoma 7p22 (O'Dowd et al., 1998). E’ stato 

identificato da due differenti gruppi come nuovo recettore estrogenico (Revankar et 

al., 2005; Filardo et al., 2007) sebbene sia stato originariamente riconosciuto da 

numerosi laboratori alla fine del 1990 come un recettore orfano, ovvero un recettore 

clonato senza ligando endogeno noto, e formalmente definito GPR30 sulla base dello 

schema di numerazione sequenziale per i recettori orfani. Il suo cDNA è stato 

identificato in più fonti tra cui le cellule endoteliali esposte a shear stress puro 

(Takada et al., 1997). L’omologia di sequenza suggerisce che GPR30 sia più simile 

alla sottofamiglia di chemoattrattori/chemochine, sebbene non confermato dai ligandi 

attivazione (Owman et al., 1996). Dati esistenti dimostrano in modo schiacciante che 

GPR30 lega specificamente gli estrogeni e in tal modo attiva cascate di segnalazione 

intracellulari comunemente associate con i recettori accoppiati a proteina G, portando 

alla sua più recente designazione di recettore estrogenico accoppiato a proteina 

(GPER) da parte dell'Unione Internazionale di Farmacologia Clinica e di Base nel 

2007 (Alexander et al., 2013).  

L’organizzazione a sette α eliche transmembrana delle GPCRs è tale che il terminale 

amminico risulta localizzato esternamente alla cellula, dove viene spesso glicosilata, 

e il terminale carbossilico è localizzato nel citoplasma, dove svolge un ruolo 

importante nella desensibilizzazione del recettore, nel legame con le subunità di 

proteine G e nell’internalizzazione attraverso la fosforilazione mediata da proteine 
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chinasi (Gurevich et al., 2012) e arrestine, che avviano anche cascate di segnalazione 

secondarie (Liggett, 2011; Luttrell and Miller, 2013). I 3 anelli extracellulari sono 

implicati nel legame del ligando mentre, i quattro anelli citoplasmatici sono coinvolti 

nel legame selettivo e nell’attivazione di proteine G eterotrimeriche, con numerose 

GPCR in grado di attivare più proteine G (Wong, 2003; Moreira, 2014). 

Il punto di vista classico della funzione dei recettori di membrana comporta la 

trasmissione, attraverso la membrana plasmatica, di segnali provenienti dall’esterno 

all’interno della cellula e GPCR e altri recettori sono quasi esclusivamente raffigurati 

come funzionanti a livello della membrana plasmatica. Questo modello è coerente 

con la maggior parte dei ligandi per GPCR che non possono permeare passivamente 

le membrane. 

Sebbene sia stata inizialmente suggerita una localizzazione di membrana plasmatica 

sulla superficie cellulare (Filardo et al., 2002), utilizzando derivati estrogenici 

fluorescenti (E2-Alexas), la microscopia confocale ha rivelato che GPER è, in primo 

luogo, localizzato sul reticolo endoplasmatico e che questa espressione correla con la 

sua espressione endogena (Revankar et al., 2005).  

In molti tipi cellulari, la maggior parte dei recettori è localizzata nelle membrane 

intracellulari, tra cui il reticolo endoplasmatico e l’apparato del Golgi (Revankar et 

al., 2005). Ad oggi, la localizzazione di GPER rimane controversa, nonostante nella 

maggior parte degli studi prevalga la localizzazione di membrana plasmatica 

intracellulare (Sakamoto et al., 2007; Albanito et al., 2008; Matsuda et al., 2008; Otto 

et al., 2008; Liverman et al., 2009; Terasawa et al., 2009) e nucleare (Smith et al, 

2009; Madeo and Maggiolini, 2010; Pupo et al., 2013). 

Sebbene in contrasto con la sua localizzazione di membrana plasmatica (Filardo et al, 

2007; Kanda and Watanabe, 2003; Thomas et al., 2005), GPER espresso a livello 

citoplasmatico è capace di avviare la segnalazione cellulare (Revankar et al., 2007). 

Questa discrepanza può essere spiegata con l’osservazione che i recettori accoppiati a 

proteina G si spostano tra il reticolo endoplasmatico e la membrana plasmatica 

durante la biogenesi recettoriale e l’internalizzazione in risposta alla stimolazione da 

parte dell’agonista (Kleuser et al., 2008). L’idea che GPER funzioni dalle membrane 

intracellulari è supportata da studi che hanno dimostrato che solo i derivati degli 

estrogeni permeanti le cellule sembrerebbero attivare rapidamente GPER (Revankar 

et al., 2007) e che la somministrazione intracellulare di un ligando selettivo per 

GPER determinerebbe una risposta più rapida e potente del calcio rispetto 

all’applicazione di un ligando extracellulare (Deliu et al., 2012).  
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GPER subisce un movimento retrogrado costitutivo mediato dalla clatrina, dalla 

membrana plasmatica al reticolo endoplasmatico e studi recenti indicano la sua 

interazione con proteine leganti domini PDZ che smistano i recettori transmembrana 

ai sinaptosomi e agli endosomi (Gaudet et al., 2015). Tale movimento alla superficie 

delle cellule è regolato da coespressione della proteina modificante l’attività del 

recettore 3 (RAMP) (Lenhart et al., 2013).  

L’attività delle proteine G eterotrimeriche da parte di GPER avvia numerosi effettori, 

tra cui l’adenilato ciclasi e c-Src (Filardo et al, 2002; Thomas et al, 2005). Filardo e 

collaboratori (2000), hanno dimostrato che l’espressione di GPER è necessaria 

all’attivazione rapida estrogeno-mediata di ERK1/2 (Filardo et al., 2000). 

Sia nei tessuti vascolari che in quelli non vascolari, si verifica un rapido aumento di 

cAMP conseguente alla stimolazione del 17β-estradiolo (Aronica et al, 1994; Mügge 

et al., 1993; Revankar et al., 2005). La proteina c-Src attiva le metalloproteinasi della 

matrice che, a loro volta, sono coinvolte nella transattivazione dei recettori del fattore 

di crescita dell’epidermide (EGFR) (Filardo et al., 2000). Ciò comporta una serie di 

eventi a valle, tra cui l'attivazione di MAPK e PI3K (Filardo et al, 2000; Revankar et 

al., 2005; Thomas et al.,2005) che, a loro volta, possono attivare proteine nucleari 

coinvolte nella regolazione trascrizionale di geni i cui promotori non 

necessariamente contenengono un ERE (Prossnitz et al., 2008). 

È interessante notare che gli antagonisti degli ERs classici, tamoxifene, raloxifene e 

ICI 182,780, sono agonisti di GPER (Filardo et al., 2000; Thomas et al., 2005), come 

anche alcuni fitoestrogeni tra cui genisteina e quercetina (Maggiolini et al., 2004), di 

importanti implicazioni per l’uso clinico. 

 

 

1.4.1   Immunolocalizzazione e siti subcellulari di attivazione di GPER 

 

Le GPCRs sono proteine integrali di membrana sintetizzate nel reticolo 

endoplasmatico rugoso che si muovono attraverso l’apparato del Golgi e vengono 

trasportate dinamicamente attraverso le vescicole da e verso la membrana plasmatica. 

Si tratta di un trasporto anterogrado ordinato, un processo che richiede piccole 

GTPasi, tra cui Rab-1 e Arf e proteine chaperoni di trasporto, come COP I/II (Beck 

et al., 2009) che valutano lo stato di glicosilazione, ripiegamento e dimerizzazione. 

In seguito all’interazione con i loro ligandi, le GPCRs subiscono alterazioni 

conformazionali che provocano lo scambio di GDP per GTP all’interno della 
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subunità Gα della proteina e la sua successiva dissociazione dalle subunità proteiche 

Gβγ, che determina la transizione del complesso recettoriale in uno stato di minore 

affinità. La trasduzione del segnale risulta nell’attivazione di enzimi della membrana 

plasmatica o canali ionici dipendenti dalla natura del tipo di subunità Gα (Gαs, 

Gαi/o, Gαq11 o Gα12/13), così come altre proteine del complesso del recettore 

attivato, come le β-arrestine e proteine chinasi recettore-G e chinasi Src. Anche i 

complessi della subunità Gβγ sono in grado di trasdurre i segnali intracellulari, più 

comunemente mediante un  meccanismo di segnalazione che provoca l’attivazione di 

PI3K, il rilascio di calcio intracellulare e la stimolazione di esoproteasi che 

permettono il rilascio di fattori di crescita legati alla membrana (Lin and Smrcka, 

2011). 

La prima evidenza a sostegno della funzione di GPER come recettore accoppiato a G 

è stata fornita dalla sua associazione fisica a Gαs nel suo stato inattivo, complesso 

che si dissocia a seguito della stimolazione estrogenica (Filardo et al., 2007). In 

secondo luogo, è stata misurata la produzione di cAMP intracellulare e la 

segnalazione cAMP-dipendente mediata dal recettore in cellule tumorali e 

cheratinociti intatti (Filardo et al, 2002; Kanda and Watanabe, 2003; Thomas et al., 

2005) in seguito alla stimolazione delle membrane plasmatiche contenenti GPER ed 

estrogeni (Filardo et al., 2002). In terzo luogo, il pretrattamento di frazioni di 

membrana plasmatica contenenti GPER con la tossina del colera, che rilascia il 

recettore legato a Gαs, è risultato in una riduzione del legame di estrogeni (Thomas 

et al., 2005), in linea con l’idea che Gs disaccoppiato comporta una minore affinità 

recettoriale. 

E’stato riportato che GPER impiega un meccanismo dipendente dalla subunità 

proteica Gβγ nel promuovere  la transattivazione estrogeno-mediata di EGFR per la 

segnalazione lungo l’asse di ERK (Filardo et al, 2000; Ding et al, 2009). 

Non è stata dimostrata alcuna interazione fisica con Gαi/o, ma dati collezionati da 

Leeb-Lundberg e colleghi hanno riportato che GPER forma un complesso tramite il 

suo motivo PDZ C-terminale con la proteina chinasi A-ancorante la proteina 5 

(AKAP5) che porta all’inibizione della produzione di cAMP (Broselid et al., 2014). 

GPER, come diverse GPCRs, mostra una localizzazione intracellulare in diversi tipi 

tissutali. Ne sono esempio l’epitelio ovarico e mammario normale, le linee cellulari 

tumorali mammarie, dell’endometrio e derivate (Filardo et al., 2007; Revankar et al., 

2005, 2007; Filardo and Thomas, 2012; Prossnitz and Barton, 2014). Similmente, 

modelli predominanti di distribuzione intracellulare per GPER sono stati osservati 
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nelle cellule endoteliali della vena ombelicale umana (HUVECs) (Fredette et al., 

2014), in cellule muscolari lisce vascolari (Meyer et al., 2014) nell’insulinoma  e 

nelle cellule delle isole pancreatiche (Meyer et al., 2011a, b; Balhuizen et al., 2010). 

Diversi gruppi hanno mostrato che GPER è fortemente localizzato sulla membrana 

plasmatica dell’epitelio uterino (Gao et al., 2011), del miometrio (Maiti et al., 2011), 

renale (Lindsey et al., 2011; Cheng et al., 2011a, b, 2014), dei neuroni 

dell’ippocampo  (Funakoshi et al., 2006; Akama et al., 2013) e degli ovociti di pesce 

(Pang et al., 2008; Peyton and Thomas, 2011). 

Studi recenti hanno dimostrato cambiamenti quantitativi e qualitativi nell’espressione 

di GPER nella membrana plasmatica degli epiteli della corteccia renale durante il 

ciclo estrale (Cheng et al., 2014). Nelle fasi proliferative/follicolari, quando i livelli 

sierici di 17β-estradiolo raggiungono il picco, GPER è sovraregolato negli epiteli 

corticali e localizzato sulla superficie basolaterale e ridistribuito intracellularmente 

durante l’estro.  Al contrario, GPER è sottoregolato  durante le fasi di secrezione/ 

luteale dell’estro, quando le concentrazioni sieriche E2 declinano, con una 

significativa riduzione recettoriale sulla superficie degli epiteli renale e corticale 

(Cheng et al., 2014).  

Analogamente, i progestinici aumentano la trascrizione di GPER nelle linee cellulari 

di cancro al seno umano (Ahola et al., 2002). Questi risultati sono coerenti con l’idea 

che i singoli tessuti del corpo possono modulare l’azione degli estrogeni via GPER, 

in risposta a fattori estrinseci (estrogeni disponibili o altri stimoli extracellulari, 

lesioni) ed eventualmente, a fattori intrinseci (genere, età) per determinare la sua 

relativa abbondanza nella membrana plasmatica. 

L’espressione ectopica di GPER ha generato risultati contrastanti per quanto riguarda 

la sua distribuzione subcellulare e il sito d’azione (Filardo and Thomas, 2012). 

L’inclusione di grandi tag fluorescenti (circa 26 kDa di peptide contro 38 kDa di 

sequenza GPER) comporta il mantenimento di GPER nel reticolo endoplasmatico 

(Revankar et al., 2005; Funakoshi et al., 2006; Revankar et al., 2007), con poca o 

nessuna espressione osservabile sulla superficie cellulare. Al contrario, l’uso di 

piccoli tag di epitopo virale (inferiori ad 1 kDa di peptide) si traduce in piccole 

quantità di GPER rilevabili sulla superficie di cellule intatte (Funakoshi et al., 2006; 

Filardo et al., 2007; Pang et al., 2008; Sandèn et al., 2011; Akama et al., 2013; Tran 

et al., 2015). Una spiegazione probabile circa la ritenzione di GFP-GPER nel reticolo 

endoplasmatico è che i meccanismi di controllo dell’esportazione impiegati da 

GPCR, per impedire la presentazione di strutture recettoriali varianti sulla superficie 
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delle cellule possono più facilmente riconoscere GFP-GPER come proteine mal 

ripiegate o impropriamente glicosilate relative a GPER fuso ai piccoli tag virali e 

trattenerli all’interno del reticolo endoplasmatico per la modifica o la degradazione.  

Utilizzando un approccio di frazionamento subcellulare e ligandi radiomarcati con 

H3-17β-estradiolo è stato dimostrato che il legame di GPER si limita a frazioni di 

membrana di ER-negative nelle cellule SKBR3 di tumore al seno umano (Thomas et 

al., 2005;. Filardo et al., 2007). 

Il pretrattamento delle cellule SKBR3 con progesterone ha portato ad una maggiore 

espressione di GPER nelle frazioni di membrana e ad un corrispondente aumento di 

9 volte del legame con H3-17β-estradiolo (Thomas et al., 2005). 

Pretrattamenti con la tossina colerica o con GTP-γS tioestere, riducono 

significativamente il legame con gli estrogeni suggerendo che il sito di legame è un 

recettore accoppiato a proteina G (Filardo et al., 2007).  

Utilizzando una serie di composti ionici e non ionici sintetici derivati dal 17β-

estradiolo in grado di legare GPER, è stato dimostrato che solo i derivati non carichi 

possono promuovere la mobilitazione di calcio intracellulare (Revankar et al., 2007). 

Questo risultato implica che GPER media segnali dalle membrane intracellulari ma 

non esclude la possibilità che i derivati polari degli estrogeni sintetici possano non 

riuscire a promuovere effetti dovuti al legame, in quanto non sono in grado di 

interagire con la tasca di legame di GPER. 

L’idea che GPER medi una segnalazione endosomale è una possibilità interessante.  

L’espressione ectopica di GPER in cellule HEK-293 è risultata nell’endocitosi 

costitutiva, mediata da vescicole rivestite di clatrina, di GPER  internalizzato entro 

15 minuti in assenza dell’agonista con oltre il 50% della superficie etichettata (Cheng 

et al., 2011a, b). Anche Leeb-Lundberg e colleghi hanno riportato l’endocitosi 

costitutiva di tale recettore dalla membrana plasmatica di HEK-293 e da cellule 

MDCK (Sandèn et al., 2011). Il dominio PDZ codificato all’estremità C-terminale 

della coda citoplasmatica di GPER è stato implicato nel suo trattenimento a livello 

della membrana plasmatica di dette tipologie cellulari (Broselid et al, 2014; Tran et 

al., 2015) e nel reclutamento a livello delle spine dendritiche dei neuroni 

dell’ippocampo (Akama et al., 2013). Questi studi forniscono la prova che il dominio 

PDZ in GPER forma complessi recettoriali che possono influenzare la 

dimerizzazione del recettore, la segnalazione e l’endocitosi. 

L’attivazione di ERK 1/2, dipendente da GPER, richiede la stimolazione 

dell’agonista e la sua cinetica di attivazione e successiva attenuazione è fortemente in 
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linea con il lasso di tempo dell’endocitosi mediata da GPER nelle cellule HEK-293, 

in contrasto con l’idea che l’endocitosi costitutiva ne amplifica l’attivazione mediata 

dal recettore. 

L’attivazione promossa dal legame con il 17β-estradiolo è rapida e sostenuta, con un 

livello di fosforilazione di ERK 1/2 di 8-10 volte maggiore rispetto ai livelli basali, e 

un picco di risposta 15 minuti dopo l’esposizione ad una concentrazione 1 nM di 

17β-estradiolo (Filardo et al., 2000). I livelli di attivazione di questo pathway 

declinano rapidamente dopo la stimolazione di GPER, ritornando a valori basali 

entro un’ora.  

L’attivazione di ERK1/2 mediata da GPER è completamente inibita dal sequestro 

delle subunità Gβγ libere, mediante la sottomodulazione di proHB-EGF (fattore di 

crescita dell’epidermide legato all’eparina) alla superficie cellulare o dalla presenza 

di anticorpi neutralizzanti HB-EGF, sostenendo il concetto che ERK 1/2 viene 

attivato da un meccanismo dipendente dalla subunità Gβγ che determina il rilascio 

esterno alla membrana plasmatica di HB-EGF. 

È interessante notare che le cellule HEK-293 esprimenti GPER mostrano livelli di 

cAMP fosforilato superiori ai livelli basali e, nelle cellule di cancro al seno, 

l’inibizione della proteina chinasi cAMP-dipendente prolunga l’attivazione di  ERK 

1/2 indotta da EGF, implicando che la segnalazione mediata da GPER non è 

costitutivamente attiva (Filardo et al., 2002).  

 

 

1.4.2    Agonisti e antagonisti di GPER 

 

In svariati sistemi il 17β-estradiolo presenta un’affinità per ERα e ERβ di circa 0,1-

0,4 nM (Anstead et al., 1997; Kuiper et al., 1997; Bologa et al., 2006), mentre 

l’affinità misurata per GPER è di circa 10 volte inferiore, nel range di 3-6 nM 

(Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005). Estrone ed estriolo manifestano 

un’affinità per ERα di 0,3 e 1,4 nM, e per ERβ di 0,4 e 0,7 nM rispettivamente, 

(Kuiper et al., 1997). Al contrario, GPER  esibisce un’affinità di legame maggiore di 

10 µM e 1µM per estrone ed estriolo, rispettivamente (Thomas et al., 2005), ed è 

stata segnalata un’azione antagonista a bassa affinità dell’estriolo per GPER nel 

range di circa 1-10 µM (Lappano et al., 2010). Ad ogni modo, poichè l’estrogeno è 

un piccolo ligando privo di flessibilità conformazionale e con siti di riconoscimento 
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stereospecifici limitati, si potrebbe ipotizzare che le due tipologie recettoriali, con 

nessuna omologia in struttura primaria o secondaria, possano legare uno spettro 

simile di composti strutturalmente correlati. I recettori per gli estrogeni classici 

mostrano una forte preferenza per l’isomero fisiologico degli estrogeni 17β-

estradiolo, rispetto al 17α-estradiolo che, non solo è incapace di legare GPER 

(Thomas et al., 2005) ma induce una risposta al calcio a concentrazioni 1000 volte 

maggiori del 17β-estradiolo (Revankar et al., 2005).  

L’anti-estrogeno sintetico non steroideo tamoxifene (fig. 9) è il più noto tra i 

modulatori dei recettori selettivi per estrogeni (SERMs) (Ariazi et al., 2006). 

Presenta un’attività di antagonista/parziale agonista tessuto-dipendente rispetto alle 

azioni note degli estrogeni e si è dimostrato una terapia adiuvante ed efficace nel 

cancro al seno (Jordan, 2007). Il metabolita 4-idrossi rappresenta il ligando ad alta 

affinità per i recettori estrogenici mentre, l’estrogeno sintetico derivato, 7α- 

sostituito, noto come ICI 182780, che si lega ad ERα con alta affinità, presenta un 

profilo anti-estrogenico (Ariazi et al., 2006). Studi di legame hanno dimostrato che 

tamoxifene (SERM) e ICI 182,780 (SERD) mostrano un legame significativo con 

GPER (Thomas et al., 2005), fungendo da agonisti (Filardo et al., 2000; Revankar et 

al., 2005) con un’affinità di legame di circa 30 nM per ICI 182,780 (Thomas and 

Dong, 2006). Sebbene l’effetto biologico di questi composti sia stato interpretato 

principalmente attraverso risposte genomiche derivanti dalle loro interazioni con i 

recettori nucleari classici, vi è una crescente evidenza di effetti di signaling cellulare 

non genomici in vari tipi di cellule e tessuti. 

Una moltitudine di composti chimici, compresi i fitoestrogeni naturali e gli 

xenoestrogeni artificiali sono noti per mimare gli effetti biologici degli estrogeni sia 

nell’essere umano che negli animali. 

Tra i fitoestrogeni, l’isoflavone fenolico genisteina presente nei prodotti a base di 

soia, mostra un’elevata affinità di legame e selettività per ERβ e altrettanto 

significativa verso GPER (Maggiolini et al., 2004; Thomas and Dong, 2006). La 

genisteina e il relativo flavonoide quercetina, sembrerebbero mediare la 

sovraregolazione di c-fos GPER-dipendente e la fosforilazione di ERK nelle cellule 

di cancro al seno (Maggiolini et al., 2004), e la proliferazione delle cellule del cancro 

alla tiroide (Vivacqua et al., 2006) tramite GPER. Sono inoltre inclusi, in tali 

processi, l’azione del resveratrolo, dell’oleuropeina e dell’idrossitirosolo (Chimento 

et al., 2013). 
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Gli esseri umani sono esposti a molteplici xenoestrogeni, dai precursori sintetici della 

plastica ai pesticidi (Singletone and Khan, 2003). Gli xenoestrogeni alogenati come 

p,p’-DDT, orto, para-diclorodifenildicloroetilene (o,p’ -DDE) e kepone mostrano una 

bassa ma significativa affinità per GPER e agiscono da agonisti (Thomas et al., 2005; 

Thomas and Dong, 2006). Studi di legame, rivelano che anche un certo numero di 

xenoestrogeni fenolici, compresi bisfenolo A (BPA) e nonilfenolo presentano affinità 

per GPER (Albanito et al., 2008). Pesticidi come metoxicloro e atrazina hanno 

dimostrato una limitata capacità di legame per GPER (Thomas and Dong, 2006):  

l’atrazina induce l’espressione di c-fos GPER-dipendente nelle cellule di cancro al 

seno e produce effetti proliferativi nelle cellule di cancro ovarico in presenza sia di 

ERα che GPER (Albanito et al., 2008). 

Figura 9: Ligandi di GPER e ERs (Prossnitz and Barton, 2014). 

 

È importante sottolineare che all’interno della famiglia degli steroidi, il legame degli 

estrogeni con GPER presenta un’elevata selettività, circa 1000 volte superiore a 

testosterone, cortisolo e progesterone (Thomas et al., 2005) e alcuni studi hanno 

suggerito come requisito l’espressione di GPER in alcune azioni rapide  

dell’ aldosterone (Ding et al., 2009). 

Nel 2006 è stato identificato un composto non steroideo, denominato G-1,  mediante 

la combinazione tra screening virtuale e screening biomolecolare di GPER (Bologa 

et al., 2006). Studi di legame hanno dimostrato un’affinità di legame di G-1 per 

GPER di circa 11 nM, a fronte di 6 nM per gli estrogeni. Non è stata riportata affinità 

di legame dell’agonista G-1 per ERα o ERβ fino a concentrazioni pari a 10 µM. La 
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sua caratterizzazione funzionale ha dimostrato un’attivazione GPER-dipendente della 

mobilizzazione di calcio e dell’attivazione di PI3K indipendentemente 

dall’attivazione o dall’inibizione dei recettori classici. Dalla sua scoperta, G-1 è stato 

utilizzato in un vasto numero di studi per comprendere il ruolo del GPER in 

numerosi sistemi tra cui quello nervoso, immunitario, riproduttivo e sistemi 

vascolari.  

Per complementare l’attività dell’agonista G-1, è stato recentemente identificato un 

antagonista strutturalmente correlato, ovvero G-15, che ha facilitato lo studio del 

ruolo di GPER nel sistema riproduttivo e nervoso (Dennis et al., 2009). 

Come risultato di bassi livelli di attività verso ERα e ERβ a concentrazioni di circa 

10 µM, è stato sintetizzato un derivato, G-36, antagonista di GPER che inibisce 

selettivamente la mobilitazione di calcio e l’attivazione estrogeno-mediata di PI3K 

da parte di GPER, ma non da parte di ERα, ripristinando l’ingombro sterico di G-1 

(Dennis et al., 2011).  

È stato descritto come antagonista sia di ERα che di GPER il composto MIBE (etil 3-

[5-(2-etossicarbonil-1-metilvinyloxy)-1-metil-1H-indol-3-il]but-2-enoato), anche se 

l’affinità per entrambi i recettori è superiore a 10 µM (Lappano et al., 2012b). Due 

ulteriori composti, GPER-L1 e GPER-L2 sono stati segnalati in qualità di agonisti 

selettivi di GPER, con un’affinità di legame di circa 100 nM (Lappano et al., 2012a).  

È interessante notare che il noto agonista selettivo per ERα (410 volte rispetto a ERβ) 

PPT, è stato recentemente dimostrato essere capace di agire come agonista di GPER 

a concentrazioni di 10-100 nM, mentre l’agonista selettivo di ERβ, DPN, non 

sembrerebbe mostrare alcuna corrispondente attività verso GPER fino a 

concentrazioni di 10 µM (Petrie et al., 2013). 

Sebbene la sequenza aminoacidica di GPER presenti omologia rispetto alla 

sottofamiglia delle GPCR dei recettori della chemochina (Owman et al, 1996; Feng 

and Gregor, 1997), i primi studi non hanno dimostrato alcuna attivazione in risposta 

alle chemochine (owman et al., 1996).  

Prove successive suggeriscono che la chemochina CCL-18 modula l’attività di 

GPER, forse attraverso un legame diretto (Feng and Gregor, 1997) e agendo come un 

inibitore endogeno (Dripps et al., 1991). 
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1.4.3    Meccanismo di segnalazione mediato da GPER 

 

L’espressione di GPER può essere rilevata nei tessuti tumorali maligni, dove è 

sovraespresso in alcune cellule del cancro al seno e del carcinoma dell’endometrio 

“ad alto rischio” (Filardo et al., 2006; Smith et al., 2007), ma la sua attivazione può 

anche inibire la crescita di alcuni tipi di cellule del cancro al seno (Kleuser et al., 

2008). I prodotti della trascrizione di GPER sono ampiamente distribuiti nei tessuti 

umani, compreso il cervello, il fegato, l’apparato riproduttivo maschile e femminile. 

Sono stati recentemente riportati alti livelli dell’espressione di GPER nelle cellule 

muscolari lisce arteriose e nelle arterie intatte di pazienti affetti da aterosclerosi 

coronarica (Haas et al., 2007).  

Studi condotti sui cardiomiociti hanno suggerito che la segnalazione estrogenica 

comporta percorsi che necessitano dei classici recettori estrogenici ma anche ER-

indipendenti (Ullrich et al., 2008). Questa osservazione è sostenuta dalla scoperta che 

l’attivazione di GPER mediata da ICI 182,780 (tamoxifene), inibisce la crescita dei 

cardiomiociti e dei fibroblasti (Mercier et al., 2003). 

È stato suggerito un potenziale ruolo di GPER nella suscettibilità all’ipertensione in 

condizioni di bassi livelli di renina (Lafferty et al., 2000), ma resta da chiarire la sua 

azione nell’omesostasi vascolare. 

Da una serie di esperimenti condotti sul suo ruolo nelle cellule vascolari, nei roditori 

e negli esseri umani in vitro e in vivo (Haas et al., 2009), utilizzando ligandi selettivi 

di GPER, è stato dimostrato che questo recettore effettivamente controlla il tono 

vascolare direttamente e indirettamente, promuovendo la vasodilatazione e inibendo 

la crescita cellulare. L’iniezione di G-1, infatti, nei ratti normotesi è stata associata ad 

una marcata riduzione della pressione arteriosa. 

L’andamento temporale delle variazioni del calcio intracellulare nelle cellule 

muscolari lisce vascolari umane dipende dalla modalità di applicazione, 

extracellulare o intracellulare dell’agonista: quest’ultima causa risposte molto più 

veloci circa l’aumento di calcio (Haas et al., 2009), dati coerenti con l’idea che 

GPER è un recettore intracellulare accoppiato a proteina G, in linea con la sua 

localizzazione sul reticolo endoplasmatico (Prossnitz et al., 2008). 

La stimolazione acuta con G-1, di cellule umane muscolari lisce della vascolatura, 

prive di ERα e ERβ, aumenta la fosforilazione di MAPK (Haas et al., 2009). 
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L’attivazione selettiva di tale recettore, utilizzando diversi agonisti, ne inibisce 

potentemente anche la crescita, in modo coerente con i potenti effetti inibitori del 

tamoxifene della crescita nei cardiomiociti di ratto e nei fibroblasti (Mercier et al., 

2003).  

E’ stato scoperto che la carenza di GPER e, quindi, dei suoi effetti, è associata ad una 

marcata obesità addominale nei topi sia maschi che femmina, indicando che la 

segnalazione estrogenica mediata da questo recettore contribuisce alla funzione degli 

adipociti e metabolica in modo indipendente dal genere. Anche l’alterazione della 

tolleranza al glucosio, in assenza di un fenotipo obeso, è stata collegata alla carenza 

di GPER (Mårtensson et al., 2009) che, nel complesso, è un importante regolatore del 

tono, della muscolatura liscia vascolare, della crescita cellulare e dell’obesità, 

risultati forse rilevanti per gli effetti di protezione vascolare degli estrogeni negli 

esseri umani, nonché nella terapia ormonale. 

In uno dei primi studi sull’attivazione di ERK dipendente da GPER, Filardo e 

collaboratori hanno dimostrato che questo processo avviene attraverso la 

transattivazione di EGFR (Filardo et al., 2000). Il pathway (fig.10) coinvolge 

l’attivazione mediata da recettore di una proteina G, sensibile alla tossina della 

pertosse, l’attivazione mediata da Gβγ di Src e la fosforilazione di Shc, risultando nel 

rilascio di HB-EGF mediato dalle metalloproteinasi della matrice e la 

transattivazione di EGFR.  
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Figura 10 : Signaling avviato da GPER e ERs (Prossnitz and Barton, 2014). 

 

Altri studi hanno riferito la transattivazione di EGFR mediata da ERα (Razandi et al., 

2003).  

Per confrontare direttamente la capacità di segnalazione di ERα e GPER sono state 

utilizzate cellule COS7 transfettate con ciascun recettore ed è stato valutato il 

signaling cellulare di PI3K (Revankar et al., 2005). La stimolazione estrogenica di 

cellule che esprimono entrambi i recettori, infatti, ne stimola l’attivazione che risulta 

bloccata dal suo inibitore, LY294002, rivelando quindi che ERα e GPER sono capaci 

di mediare questa risposta. Il 4-idrossitamoxifene provoca l’attivazione di PI3K nelle 

cellule che esprimono GPER ma non in quelle esprimenti ERα. Infine, l’inibitore di 

EGFR, AG1478, blocca solo l’attivazione di PI3K mediata da GPER ma non da 

ERα, dimostrando la possibilità di due diversi pathways in base al recettore 

utilizzato. 
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In aggiunta, GPER attiva eNOS per produrre NO nella vascolatura (Meyer et al., 

2012a; Lindsey et al., 2014) e media la regolazione dei canali del potassio (Yu et al., 

2011; Dong et al., 2013). 

E’ stato proposto anche un ruolo per la sfingosina 1 fosfato prodotta dalla sfingosina 

chinasi come intermedio nella transattivazione estrogenica di EGFR effettuata da 

GPER (Sukocheva et al., 2006). 

Il primo aumento di cAMP mediato dagli estrogeni nell’utero di ratto (Szego and 

Davis, 1967) è stato associato alla regolazione genica. È stato anche notato un rapido 

aumento dei livelli di cAMP dopo la stimolazione estrogenica delle arterie coronarie 

umane (Mugge et al., 1993), l’attivazione della PKA (Zucchetti et al., 2013), 

l’attivazione trascrizionale di CREB (Kanda and Watanabe, 2004). La generazione di 

cAMP comporta l’attenuazione dell’attività di MAPK da parte degli estrogeni 

attraverso la stimolazione di adenilato ciclasi GPER-dipendente che successivamente 

inattiva Raf-1. I risultati hanno suggerito un pathway in cui gli estrogeni prima 

stimolano e poi attenuano l’attività MAPK attraverso un singolo GPCR, GPER, 

tramite due distinte via di segnalazione proteina G dipendente con effetti opposti 

sugli eventi di segnalazione a monte, che portano all’attivazione di MAPK. Anche 

numerosi fito e xenoestrogeni possono stimolare la produzione di cAMP tramite 

GPER (Thomas et al., 2005; Thomas and Dong, 2006). 

Nella mobilitazione di calcio intracellulare mediata da GPER solo i derivati 

estrogenici permeabili alle membrane potrebbero mediare una risposta rapida del 

calcio (Revankar et al., 2007). L’attivazione di GPER da parte di G-1 nella 

muscolatura liscia vascolare dell’aorta umana inibisce la successiva variazione di 

calcio intracellulare indotta dalla vasocostrizione (Haas et al., 2009). 

Sebbene ERα, e in qualche modo ERβ, siano quasi esclusivamente associati alle 

risposte trascrizionali degli estrogeni, anche gli eventi della segnalazione rapida 

promossi da GPER regolano l’espressione genica (Prossnitz and Maggiolini, 2009 

(a)), come la sovraregolazione del gene c-fos (e di altri geni) nei macrofagi (Kanda 

and Watanabe, 2003), della ciclina D2 e Bcl-2 nei cheratinociti (Kanda and 

Watanabe, 2003-2004) e del VEGF (De Francesco et al., 2013, 2014). 

Gli estrogeni e il tamoxifene inducono l’espressione di c-fos attraverso il GPER nella 

tiroide e nelle cellule tumorali dell’endometrio con conseguente proliferazione 

(Vivacqua et al., 2006). Nelle cellule tumorali ovariche, G-1, così come l’estradiolo, 

sovraregola diversi geni responsivi agli estrogeni tra cui c-fos, pS2 e le cicline A, D1 
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ed E. Tuttavia, G-1 non è in grado di indurre la trascrizione del recettore del 

progesterone, che è un noto target primario di ERα (Albanito et al., 2007).  

Circa il 25% di tutti i geni regolati dagli estrogeni sono indotti indipendentemente dal 

reclutamento di ERα da elementi di risposta degli estrogeni (Madak-Erdogan et al., 

2008). Inoltre, gli anti-estrogeni o ERα knockdown, nonché l’inibizione di MAPK e 

della chinasi c-Src, impediscono la sovraregolazione di questi geni.  

La stimolazione sia con gli estrogeni che con il tamoxifene determina la marcata 

induzione di una serie di geni, compresi quelli per il fattore di crescita del tessuto 

connettivo (CTGF), EGR1, ATF3, FOS, TNF e molti altri. La secrezione di CTGF 

mediata da GPER contribuisce alla proliferazione e alla migrazione cellulare e CTGF 

viene indotto anche dal tamoxifene nei fibroblasti ottenuti da biopsie di tumori al 

seno.  

 

 

1.4.4   Interazione di GPER con altri recettori  

 

La co-espressione di ERα e ERβ con GPER suggerisce la possibilità d’interazione tra 

questi recettori e le loro vie di segnalazione (Prossnitz and Barton, 2011).   

Esiste un cross-talk funzionale in cui è richiesta l’espressione di GPER nell’attività 

estrogeno mediata delle cellule tumorali (Albanito et al., 2007) e nell’inibizione delle 

funzioni delle cellule epiteliali uterine mediata da ERα (Gao et al., 2011).  

L’interazione funzionale tra ERα e GPER risulta evidente anche da studi vascolari 

funzionali condotti sull’arteria coronaria suina, dove è stata osservata una 

vasodilatazione acuta NO-dipendente solo con agonisti selettivi per ERα come PPT, 

completamente abolita quando ERα, ERβ e GPER vengono attivati 

contemporaneamente dagli estrogeni (Traupe et al., 2007). 

Secondo Mauvais-Jarvis e colleghi (Tiano et al., 2011), gli effetti protettivi degli 

estrogeni sulle isole pancreatiche sono comparabili e indipendenti dall’attivazione 

selettiva di ERα, ERβ o GPER. Pertanto, il cross-talk esistente tra i recettori degli 

estrogeni e GPER e, eventualmente, altri recettori steroidei, deve  essere tenuto in 

considerazione nel valutare possibili azioni patogene e terapeutiche relative 

all’attivazione o all’inibizione dei recettori degli estrogeni (Barton, 2012).  

Sia il cross-talk recettoriale che la ridondanza funzionale sono importanti ai fini della 

comprensione delle azioni dei farmaci destinati a uno o più recettori per gli estrogeni.  
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ERα-36, una variante di splicing di ERα umana localizzata sulla membrana è stata 

identificata nelle cellule di cancro al seno come un effettore dominante negativo, 

della lunghezza di ERα (Wang et al., 2005) ed è stato anche proposto come un 

effettore della segnalazione GPER-dipendente (Wang et al., 2005; 2006). In 

relazione alla sua funzione, Lindsey e colleghi hanno suggerito gli effetti 

renoprotettivi di G-1, ma non hanno rilevato ERα-36 laddove, invece, ERα-46 e 

ERα-66 risultano abbondantemente espressi (Lindsey et al., 2011) mancando, così, 

dati in vivo circa il ruolo diretto di ERα-36 nel mediare gli effetti di GPER.  

La segnalazione rapida dipendente da questa variante di splicing di ERα è attivata 

anche dall’estrone, dal 17α-estradiolo, dall’estriolo e dall’estetrolo e l’attivazione di 

ERK1/2 indotta dagli estrogeni è ulteriormente potenziata dagli agonisti di GPER, 

ICI e tamoxifene (Wang et al., 2006).  

Anche il recettore estrogenico nucleare orfano correlato a ERα, ERRα, è stato 

implicato nella segnalazione mediata da GPER così come la sua attivazione causa la 

trascrizione della sintesi proteica di ERRα e regola gli effetti a valle e la 

proliferazione cellulare mediati dallo stesso ERRα (Li et al., 2010).  

I glucocorticoidi sono importanti regolatori dell’energia e del metabolismo osseo 

(Tisdale, 2002; Meyer et al., 2011a) nel cui mantenimento è stato suggerito anche un 

ruolo per GPER, poiché la sua attivazione riduce l’assunzione di cibo (Washburn et 

al., 2013) e stimola la secrezione di insulina (Sharma and Prossnitz, 2011), mentre 

topi GPER deficienti manifestano obesità e insulino-resistenza (Haas et al., 2009; 

Ford et al., 2011; Meyer et al., 2011a; Sharma et al., 2013). E’ stato anche dimostrato 

che GPER regola negativamente l’attività trascrizionale dei recettori dei 

glucocorticoidi (Ylikomi et al., 2004) influenzando indirettamente, quindi, il 

metabolismo energetico, l’energia omeostatica complessiva e il peso corporeo 

attraverso l’attività di tali recettori.  

L’aldosterone, un potente vasocostrittore e mitogeno sintetizzato dalla ghiandola 

surrenale e dalle cellule muscolari lisce vascolari (Matsuzawa et al., 2013), 

sembrerebbe agire attraverso GPER per compiere determinate funzioni (Gros et al, 

2011; Gros et al, 2013). Sebbene non leghi GPER (Cheng et al., 2013), escludendo  

che sia un suo recettore, è possibile che, analogamente a quanto riportato per i 

recettori degli estrogeni, vi sia un cross-talk funzionale con i recettori dei 

mineralcorticoidi (MR). 

Alcuni studiosi hanno ipotizzato il contributo di GPER nel potenziamento della 

contrazione mediata dall’aldosterone; tuttavia, i dati presentati non hanno mostrato 
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effetti significativi all’antagonista recettoriale G-15 (Batenburg et al., 2012). 

L’aldosterone potrebbe fungere da ligando per GPER, evidenziando anche 

meccanismi alternativi e recettori con cui esso media i suoi effetti rapidi (Wendler 

and Wehling, 2012-2011; Krug et al., 2011; Osanai et al., 2011) ma ad oggi non è 

stato riportato nessun legame e l’attivazione del GPER, così com’è stato dimostrato 

da diversi laboratori, indurrebbe vasodilatazione (Lindsey and Chappell, 2011; 

Meyer et al., 2011) e abbasserebbe la pressione sanguigna nei modelli animali di 

ipertensione arteriosa (Lindsey and Chappell, 2011).  

Sia l’eliminazione vascolare del MR (McCurley et al, 2012; Schiffrin 2013; Pruthi et 

al, 2014) che l’attivazione farmacologica di GPER (Haas et al., 2009) riducono la 

pressione sanguigna, mentre diversi studi riportano l’effetto vasocostrittore 

dell’aldosterone, che incrementa la pressione sanguigna.  

Infine, poiché l'aldosterone viene prodotto tramite un meccanismo dipendente dal 

recettore AT1 (Volpe et al., 1997), l’effetto inibitorio dell’attivazione di GPER 

sull’espressione del recettore AT1 (Koganti et al., 2013) può rappresentare un nuovo 

meccanismo d’interazione tra l’aldosterone e GPER . 

GPER è espresso nelle ossa umane (Heino et al., 2008) e ne regola la crescita (Heino 

et al, 2008; Ford et al, 2011; Ren e Wu, 2012). La vitamina D (colecalciferolo) 

mantiene la funzionalità del midollo e la crescita attraverso l’attivazione 

dell’omonimo recettore (VDR) (Norman and Powell, 2014). La sua interazione con 

GPER, dipendente dall’infiammazione, è stata suggerita dagli effetti inibitori 

estrogenici della vitamina D sull’encefalite autoimmune, un modello animale di 

sclerosi multipla, in cui l’effetto della vitamina D è completamente abolito nei topi 

femmina privi di GPER (Subramanian et al., 2012). Le interazioni GPER/VDR 

sembrano essere coinvolte negli effetti benefici della vitamina D sulla struttura ossea 

nelle donne in postmenopausa e dipendono dagli estrogeni (Durusu Tanriover et al., 

2010). 

Nelle ovaie, la funzione di GPER dipende dalla GPCR transmembrana, che media gli 

effetti dell’ormone luteinizzante, una glicoproteina eterodimerica che condivide la 

stessa subunità α con FSH, TSH, TSH e hCG (Dufau, 1998). E’stato dimostrato che 

l’ormone luteinizzante regola l’espressione di GPER a livello dell’mRNA e proteico 

nelle cellule umane della granulosa (Pavlik et al., 2011). Sono state riportate 

interazioni e cross-talk tra GPER e i recettori per i fattori di crescita, in particolare 

EGFR e IGFR (Bartella et al., 2012; Lappano et al, 2013).  
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1.4.5  Funzione di GPER nel sistema cardiovascolare e nella 

regolazione del tono 

 

Studi sulla fisiologia vascolare di GPER ne dimostrano il ruolo nella regolazione del 

tono vascolare e nella protezione in seguito a danno da riperfusione miocardica 

(Meyer et al., 2011b; Chakrabarti et al., 2013; Han et al., 2013; Holm and Nilsson, 

2013). Oltre alle linee cellulari tumorali, GPER è stato clonato da cellule endoteliali 

vascolari umane esposte a shear stress (Owman et al., 1996; Takada et al., 1997; 

O’Dowd et al., 1998) responsabile dell’aumento della formazione del potente 

vasodilatatore NO (Kim et al., 2008; Haynes et al., 2002).  

Numerosi laboratori hanno dimostrato che l’attivazione di GPER in diversi distretti 

vascolari e specie induce vasodilatazione attraverso meccanismi mediati da NO, 

endotelio-dipendenti, i cui effetti sono bloccati dalla denudazione endoteliale o da 

inibitori della NOS, come L-NAME (Meyer et al., 2010; Broughton et al., 2010; 

Lindsey et al., 2009). 

Lo shear stress è un forte induttore dell’espressione di tale enzima, suggerendo che la 

funzione di GPER potrebbe essere collegata alla via L-arginina/NO (Meyer et al., 

2011b).  

Almeno nei roditori, questo effetto dipendente dall’endotelio può essere osservato sia 

nei maschi che nelle femmine (Broughton et al., 2010), concludendo che le 

concentrazioni estrogeniche non sono determinanti nella reattività vascolare correlata 

all’attivazione di GPER. SERMs come il raloxifene (Abdelhamid et al., 2011) o 

SERDs come ICI 182,780, essendo agonisti di GPER esercitano effetti simili sul 

tono vascolare e sulla pressione arteriosa (Meyer et al., 2010), tuttavia, l’ipotensione 

arteriosa è un effetto collaterale frequente nei pazienti trattati con 

fulvestrant/Faslodex (ICI 182, 780) (Meyer et al., 2010). Dati ottenuti da topi maschi 

GPER0 indicano che GPER endogeno non solo aumenta il tono vasodilatatore, 

simultaneamente alla bioattività di NO, ma inibendo anche l’attività di prostanoidi ad 

azione vasocostrittoria, derivanti dalla ciclossigenasi endoteliale (Meyer et al., 2012). 

Similmente all’inattivazione cronica dovuta alla delezione del gene GPER, anche 

l’inibizione farmacologica acuta degli antagonisti G-15 (Dennis et al., 2009) o G-36 

(Dennis et al., 2011 ) aumenta la vasocostrizione (Meyer et al., 2012). Mentre 

l’attivazione estradiolo mediata di ERα e ERβ promuove la proliferazione cellulare 

endoteliale, l’angiogenesi e la guarigione delle ferite, l’attivazione di GPER 
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mediante G-1 o ICI 182,780 inibisce potentemente la proliferazione delle cellule 

endoteliali, sebbene in misura diversa a seconda del letto vascolare e del tipo di 

cellule endoteliali in esame (Holm et al., 2010). 

GPER suscita effetti anche sulle cellule muscolari lisce vascolari, importanti nello 

sviluppo dell’aterosclerosi (Ross and Glomset, 1973) e fondamentali nell’elevata 

resistenza vascolare nell’ipertensione arteriosa (Schiffrin and Role, 2001). Sia le 

arterie umane intatte che le cellule muscolari lisce isolate esprimono GPER, e la sua 

attivazione inibisce la crescita cellulare (Meyer et al., 2009; Haas et al., 2009; 2007). 

In uno studio comparativo condotto su cellule muscolari lisce di ratto, GPER è 

risultato essere altamente e similmente abbondante in maschi e femmine, con 

un’espressione di gran lunga superiore a ERβ (Ma et al., 2011). L’attivazione 

selettiva di GPER induce una vasodilatazione acuta attraverso il rilassamento della 

muscolatura liscia vascolare, cosa che non si verifica nei topi GPER0 (Haas et al., 

2009). Inoltre, inibisce la vasocostrizione coronarica indotta dall’endotelina-1 

(Meyer et al., 2010) e dati provenienti da studi sulle arterie carotidi pressurizzate di 

topo suggeriscono che GPER endogeno interferisce con la vasocostrizione indotta 

dall’endotelina-1 in condizioni basali (Meyer et al., 2012) attenuando il conseguente 

aumento delle concentrazioni di  calcio vascolare. 

Sia nell’insufficienza cerebrovascolare che renale acuta, la protezione estrogeno 

mediata è in parte dovuta a GPER, sia nei maschi che nelle femmine (Hutchens et al., 

2012; Murata et al., 2013). Nelle arterie di resistenza mesenteriche, che dilatano in 

parte secondo un meccanismo di iperpolarizzazione endotelio-dipendente, le  risposte 

vasodilatatorie mediate da GPER coinvolgono l’NO endoteliale (Lindsey et al., 

2013b). GPER è stato identificato anche come un regolatore inibitorio delle proteine 

pro-infiammatorie nelle cellule endoteliali (Chakrabarti and Davidge, 2012): il 

trattamento cronico con G-1 migliora, infatti, la vasomotilità endotelio dipendente in 

condizioni di malattia associata a infiammazione vascolare, come nel diabete mellito 

(Li et al., 2012). 

Gli effetti non genomici rapidi degli estrogeni nelle arterie coronarie e mammarie 

interne umane di pazienti di sesso maschile e femminile (Mugge et al., 1993; Haas et 

al., 2007), suggeriscono un possibile ruolo di GPER nella regolazione della funzione 

vascolare e d’organo nei maschi. 

La mancanza d’ipertensione nei topi GPER knockout suggerisce meccanismi 

controregolatori che facilitano la vasodilatazione, probabilmente coinvolgimento 
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effetti centrali (Brailoiu et al., 2012), cardiaci, renali o modulanti le risposte del 

sistema nervoso autonomo. 

Gli effetti ateroprotettivi di GPER endogeno, interferiscono con l’adipogenesi, 

l’infiammazione e la dislipidemia, fattori chiave implicati nell’aterogenesi (Barton, 

2013), come è risultato nei topi maschi GPER deficienti (Sharma et al., 2013). Il 

silenziamento di GPER non solo è causa di obesità viscerale, ma anche della 

formazione di tessuto adiposo perivascolare (Meyer et al., 2013).  

Diversi fattori sembrano influenzare la funzione vascolare di GPER. 

L’invecchiamento nei ratti normotesi e ipertesi si traduce in una sottoregolazione di 

GPER sia nei maschi che nelle femmine, ed è associato ad un ridotto rilassamento in 

risposta a G-1 o E2 (Lindsey et al., 2013a).  

Gli agonisti selettivi dei recettori estrogenici mostrano una marcata eterogeneità nelle 

arterie dei roditori di sesso femminile, poiché alcuni vasi rispondono in maniera 

trascurabile mentre altri mostrano un rilassamento rapido in risposta all’attivazione 

di ER o GPER (Reslan et al., 2013), come è stato recentemente riportato nelle arterie 

uterine umane e placentari (Corcoran et al., 2013).  

L’attivazione di GPER ha effetti protettivi sul cuore, in quanto migliora la funzione 

diastolica, il rimodellamento del ventricolo sinistro nei ratti ipertesi (Wang et al., 

2012) e la funzione cardiaca nel modello di infarto indotto dall’isoproterenolo (Kang 

et al., 2012). Infine, le risposte al trattamento con G-1 possono mostrare un 

dimorfismo sessuale, come recentemente riportato in un modello di ictus (Broughton 

et al., 2014) e genetico di ipertrofia cardiaca e fibrosi (Lenhart et al., 2013). 

 

 

1.4.6    Ruolo di GPER nella vascolatura 

 

Studi condotti nei ratti di sesso femminile mRen2.Lewis, un modello di ipertensione 

dipendente dall’angiotensina II e dagli estrogeni, hanno rivelato che l’attivazione 

cronica di GPER indotta dagli estrogeni riduce notevolmente la pressione sanguigna 

nelle femmine ovariectomizzate attenuando la segnalazione dell’Ang II (Lindsey et 

al., 2009). Le misure della vasodilatazione acuta all’agonista selettivo di GPER, G-1, 

e al 17β-estradiolo (10-9-10-5,5 M) negli anelli aortici isolati e nelle arterie 

mesenteriche precontratte (con fenilefrina) di tale modello, hanno riportato un 

rilassamento maggiore nei vasi mesenterici rispetto all’aorta sia in risposta a G-1 che 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindsey%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19372194
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all’estradiolo (Lindsey et al., 2011b). Tali effetti sono entrambi attenuati 

dall’antagonista G-15, tuttavia, la risposta vasocostrittoria al solo antagonista 

recettoriale non è risultata evidente nei vasi mesenterici, riflettendo forse, un livello 

inferiore di sintesi dell’estradiolo in questi vasi. La rimozione dell’endotelio e il 

pretrattamento con L-NAME attenua parzialmente la vasodilatazione. 

La similarità tra i due agonisti di indurre la vasodilatazione e la capacità di G-15 di 

attenuare entrambe le risposte vasodilatatorie suggeriscono che GPER è un 

mediatore primario del rilassamento  agli estrogeni in questo modello d’ipertensione 

(Lindsey et al., 2011b).  

In particolare, la vasodilatazione in risposta a G-1 e all’estradiolo nelle arterie 

mesenteriche è risultata da entrambe le componenti endotelio dipendente e non 

dipendente, riflettendo la localizzazione di GPER nelle cellule endoteliali e 

muscolari lisce e supportando l’ipotesi che il rilassamento indotto dall’estradiolo, nei 

vasi di conduzione e di resistenza di femmine mRen2.Lewis è mediato da GPER e la 

risposta vasodilatatoria diretta di G-1 nei vasi di resistenza costituisce un 

meccanismo di riduzione della pressione arteriosa (Lindsey et al., 2011b).  

G-1, non diminuisce la pressione arteriosa nei ratti mRen2.Lewis maschi, implicando 

differenze legate al sesso nell’espressione vascolare di GPER. 

Nel lavoro del 2009 condotto da Lindsey e collaboratori sul medesimo modello 

animale ovariectomizzato, è stata riportata una riduzione dell’ACE e dell’mRNA 

codificante per il recettore AT1, in contrapposizione all’aumento dell’mRNA 

dell’enzima ACE2 negli anelli aortici, in seguito alla somministrazione in vivo di 

G-1. Questo trattamento non è stato associato alle alterazioni dell’espressione di 

eNOS e del rilassamento indotto dall’acetilcolina (Lindsey et al., 2009). 

Isensee e colleghi hanno riportato che nelle piccole arterie sistemiche GPER è 

localizzato nelle cellule endoteliali, ma solo nella muscolatura liscia vascolare nei 

vasi cerebrali (Isensee et al., 2009).  

L’immunoreattività di GPER è stata dimostrata nell’endotelio vascolare e nelle 

cellule muscolari lisce dell’aorta toracica, della carotide e delle arterie cerebrali 

medie in ratti Sprague-Dawley di entrambi i sessi (Broughton et al., 2010). In questo 

studio sulle carotidi di entrambi i sessi, G-1 effettua una leggera ma significativa 

azione vasorilassante, concentrazione-dipendente, senza differenze legate al genere, a 

concentrazioni pari a 10 nM che potrebbe riflettere una segnalazione più efficiente 

dei recettori accoppiati a proteine G o una maggiore affinità di legame da parte di 

GPER. Anche in tal caso l’effetto è risultato abolito in seguito alla rimozione 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindsey%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19372194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindsey%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19372194
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dell’endotelio e ridotto dall’inibitore dell’eNOS, L-NAME, suggerendo un’azione 

vasorilassante dipendente dalla produzione di NO endoteliale (Broughton et al., 

2010).   

Studi addizionali hanno mostrato che il pretrattamento con G-1 riduce  

significativamente la contrazione mediata da U-46619 nelle arterie endotelio-intatte, 

ma non in quelle denudate. 

Questo lascia ipotizzare che GPER localizzato nelle cellule muscolari lisce non 

contribuisca alla regolazione del tono vascolare (Broughton et al., 2010). 

Inoltre, in questi vasi, G-1 riduce i livelli vascolari di superossido, probabilmente 

mediante l’inattivazione diretta piuttosto che l’inibizione enzimatica mediata da 

GPER (Broughton et al., 2010).   

Anche nelle arterie coronarie dell’epicardio di maiale GPER ha un’azione 

vasodilatante (Meyer et al., 2010). E’ stato dimostrato, infatti, che  l’attivazione di 

GPER mediata da ICI 182,780, in concomitanza al blocco dei recettori estrogenici 

nucleari classici ha effetti dilatatori simili a G-1 (Bologa et al., 2006). In questi vasi, 

la contrazione con endotelina-1 è inibita in modo analogo da entrambi gli agonisti di 

GPER, ICI 182,780 e G-1, a differenza della contrazione con la serotonina che 

risulta, invece, inalterata (Meyer et al., 2010). In questo caso, è interessante notare 

che la contrazione in risposta alla serotonina è risultata molto più debole rispetto a 

quella indotte dall’endotelina-1. Di contro, nelle arterie mammarie e carotidi di topo 

l’attivazione di GPER inibisce la contrazione mediata dalla serotonina (Haas et al., 

2009), probabilmente per ragioni anatomiche o relative alla specie in esame. 

Questi dati, oltre a dimostrare gli effetti vasodilatatori coronarici sostengono il ruolo 

di GPER nella regolazione del tono vascolare in modo indipendente da ERα e ERβ 

(Meyer et al., 2010). 

Nelle arterie cerebrali centrali isolate da ratti Sprague Dawley, sono stati indagati ex 

vivo gli effetti acuti in risposta al 17β-estradiolo e agli agonisti selettivi dei recettori 

estrogenici, PPT, DPN e G-1 (Patkar et al., 2011). A elevate concentrazioni 

micromolari, è stato osservato che il 17β-estradiolo induce una vasodilatazione 

rapida, indipendente sia dall’endotelio sia dall’NO, che non risulta bloccata 

dall’antagonista ICI 182,780. Testando i singoli agonisti selettivi, il PPT ha mostrato 

una vasodilatazione maggiore, mentre DPN e G-1 hanno avuto un effetto minore 

rispetto all’azione del 17β-estradiolo (Patkar et al., 2011). 

Nelle arteriole cerebrali di ratto maschio e femmina la vasodilatazione mediata da 

GPER è in parte dovuta all’eNO e indotta dal rilassamento diretto delle cellule 
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muscolari lisce e, il trattamento con G-1, migliora il danno microvascolare da 

ipossia/riperfusione (Murata et al., 2013). 

In uno studio del 2013, Lindsey e collaboratori hanno dimostrato che il rilassamento 

indotto da GPER nelle arterie mesenteriche di ratto Lewis femmina coinvolge sia la 

via di segnalazione endoteliale che le cellule muscolari lisce. Nelle cellule 

endoteliali, GPER stimola il rilascio di NO che diffonde alla muscolatura liscia e 

attiva la guanilato ciclasi. Nelle cellule del muscolo liscio GPER attiva l’adenilato 

ciclasi con conseguente aumento di cAMP (Lindsey et al., 2013): poiché è noto che 

la subunità Gαs della proteina G attiva l’adenilato ciclasi e stimola la produzione di 

cAMP, è stato proposto l’accoppiamento di GPER a tale subunità e al successivo 

meccanismo di segnalazione che induce la vasodilatazione (Lindsey et al., 2013).  

Questo studio supporta il contributo di entrambi i tipi cellulari nella vasodilatazione 

mediata da GPER similmente a quanto osservato nell’aorta toracica di ratti Sprague-

Dawley ovariectomizzati (Li et al., 2012). Tuttavia, è stata anche dimostrata una 

risposta completamente endotelio dipendente, da parte di GPER, nelle coronarie 

dell’epicardio suino (Meyer et al., 2010) e nelle arterie carotidi Sprague-Dawley 

(Broughton et al., 2010). 

Nella vena cava inferiore di Sprague-Dawley femmine e nell’arteria coronaria di 

maiale (Yu et al., 2011), l’effetto di GPER è completamente indipendente 

dall’endotelio (Raffetto et al., 2010).  

La ragione di questi risultati disparati non è chiara ma potrebbe trovare risposta nei 

livelli di espressione di GPER o nel rapporto di segnalazione tra cellule endoteliali e 

cellule muscolari lisce, a seconda del modello e del letto arterioso indagato. Ad 

esempio, Reslan et colleghi hanno riportato una maggiore vasodilatazione a G-1 

nelle arterie mesenteriche e renali rispetto alle carotidi e alle arterie polmonari 

(Reslan et al., 2013). 

L’aumento di cAMP può attivare la proteina chinasi A e crossattivare altre proteine 

chinasi come la proteina chinasi G (Lincoln et al., 1990), che fosforilano proteine 

effettrici che riducono lo stato contrattile delle cellule muscolari lisce. Possibili 

bersagli includono i canali ionici della membrana plasmatica, come i canali del calcio 

di tipo L (Xiong and Sperelakis, 1995) e i canali del potassio a larga conduttanza 

(White et al., 2000), come recentemente scoperto nelle coronarie di suino (Yu et al., 

2011). Inoltre, è stato dimostrato che GPER aumenta la fosforilazione della catena 

leggera della miosina nelle cellule muscolari lisce dell’aorta di ratto (Gros et al., 

2011). 
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Haas e collaboratori (Haas et al., 2009) hanno dimostrato che la vasodilatazione 

mediata da G-1 è assente nei topi GPER deficienti, coerentemente con l’idea che G-1 

è un agonista specifico di tale recettore. Nel medesimio studio, inoltre, è stato 

riportato che la stimolazione di GPER da parte di G-1 blocca le variazioni di calcio 

intracellulare indotte dalla serotonina nelle cellule muscolari lisce vascolari, 

indicando che la vasodilatazione mediata da GPER implica effetti antagonisti o 

desensibilizzanti del calcio. 

La deficienza cronica di GPER, studiata nell’aorta toracica di topi GPER0, è 

associata ad un aumento della vasocostrizione mediata dai prostanoidi endoteliali, 

sebbene non presenti alcun effetto sulla bioattività di NO endoteliale, 

sull’espressione genica di eNOS e del recettore del trombossano nè sulla struttura 

vascolare. In parallelo, l’inibizione acuta di GPER avvia la contrazione endotelio-

dipendente e riduce la bioattività di eNO; G-15 non influenza la contrazione avviata 

dal recettore del trombossano (Meyer et al., 2012). In questo studio, GPER è stato 

interpretato come il primo recettore estrogenico in grado di regolare specificamente 

l’attività vasocostrittoria dei prostanoidi endoteliali (Meyer et al., 2012). 

Nell’aorta toracica di ratti diabetici ovariectomizzati il trattamento cronico con G-1 

potrebbe intervenire sulla disfunzione endoteliale: poichè l’eNO ha un ruolo 

fondamentale non solo nel modulare il tono vascolare ma anche nell’aterosclerosi, un 

aumento della sua biodisponibilità indotto da G-1 potrebbe migliorare la funzionalità 

vascolare nei soggetti diabetici (Li et al., 2012). 

L’espressione dell’mRNA di GPER nei vasi sanguigni umani e l’aumento della 

pressione sanguigna osservata nei topi GPER knockout, sottointende un ruolo per 

questo recettore nel sistema cardiovascolare (Haas et al., 2007; Mårtensson et al., 

2009). 

E’ stato infatti dimostrato che GPER (Thomas et al., 2005; Revankar et al., 2005) è 

espresso nelle cellule muscolari lisce di arterie e vene umane. In particolare, nelle 

arterie mammarie di pazienti aterosclerotici, l’mRNA di GPER, così come dei 

recettori classici, risulta essere sottoregolato dopo una breve esposizione al 17β-

estradiolo. I meccanismi alla base di questo processo sono attualmente poco chiari 

(Haas et al., 2007). 

L’azione degli estrogeni è ben documentata sotto diversi aspetti clinici, ma non nella 

gravidanza umana. Corcoran e collaboratori hanno condotto, a tal proposito, degli 

studi su arterie del miometrio uterino e placentari isolate da biopsie ottenute al parto 

di donne in gravidanza non complicata (Corcoran et al., 2013). L’esposizione a 
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concentrazioni incrementali (0.03-30μM) dei principali agonisti selettivi dei recettori 

estrogenici ha mostrato una riduzione della contrazione indotta dall’agonista del 

recettore del trombossano U-46619 (10-6M). Nello specifico, il 17β-estradiolo e il 

DPN rilassano le arterie della placenta con un effetto minore rispetto alle arterie del 

miometrio, mentre il PPT mostra una vasodilatazione acuta solo nel miometrio. 

L’esposizione a G-1 non inibisce la contrazione in nessuna delle due tipologie 

vascolari sopra citate. Tali effetti sono parzialmente endotelio e NO mediati nelle 

arterie del miometerio ma endotelio indipendenti nelle arterie della placenta umana 

(Corcoran et al., 2013). 

E’ stato suggerito che l’endotelio dei vasi fetoplacentali umani esprime ERβ ma ERα 

risulta assente o espresso a livelli molto bassi (Su et al., 2007; Su et al., 2009) e le 

arterie miometriali presentano livelli di mRNA di ERα e ERβ maggiori (Corcoran et 

al., 2013). 

L’assenza dell’effetto vasodilatatorio dovuto all’interazione tra G-1 e GPER 

potrebbe essere un fattore tessuto-specifico, dovuto al tempo di esposizione 

(Corcoran et al., 2013) o al vasocostrittore utilizzato nella precontrazione. Infatti, una 

variante genetica missenso a singolo nucleotide di GPER, P16L GPER, è 

ipofunzionale quando è espressa nelle cellule del muscolo liscio vascolare e risulta 

associata ad una significativa riduzione della fosforilazione di ERK, mediata da G-1, 

nelle cellule muscolari lisce dell’aorta di ratto. Le donne, ma non i maschi, che 

esprimo questa variante manifestano un aumento della pressione arteriosa e le donne 

ipertese sono più predisposte a manifestarla (Feldman et al., 2014). 

Nelle arterie di resistenza umane del grasso sottocutaneo di donne in gravidanza, in 

menopausa e di uomini di pari eta’precontratte con norepinefrina, GPER media una 

vasodilatazione concentrazione e endotelio dipendente, maggiore nella menopausa 

(Arefin et al., 2014). Questo potrebbe essere spiegato da meccanismi compensatori 

della riduzione dell’attività di NOS e degli estrogeni in circolo  dopo la menopausa 

(Arefin et al., 2014). 
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2. MATERIALI E METODI 

2.1 Animali e tessuti  

In questo studio sono stati utilizzati ratti Sprague-Dawley (fig. 11) di età compresa 

tra 12-16 settimane e topi eNOS KO/C57BL6 di sesso femminile, mantenuti in un 

ciclo luce-buio di 12 ore con acqua e cibo disponibili ad libitum. I vantaggi nell’uso 

di questi animali come cavie sono: il basso costo, la facile reperibilità e la presenza 

di caratteristiche comuni ai mammiferi superiori.  

Tutti gli esperimenti sono stati condotti in conformità con le Linee Guida Europee 

per la cura e l’uso degli animali da laboratorio (Direttiva 2010/63/UE) e dietro 

approvazione del Comitato Etico Locale dell’Università della Calabria per il ratto e 

dell’Università di Manchester per il topo. 

 

 

 

Figura 11: Topo eNOS KO/C57BL6 e ratto Sprague Dawley. 

 

Gli animali gravidi sono stati ottenuti accoppiando una femmina in proestro con un 

maschio fertile durante la notte; la mattina in cui sono stati trovati gli spermatozoi 

nello striscio vaginale è stata considerata il primo giorno di gravidanza. 

La ratta è stata posta all’interno di una campana di vetro e dopo essere stata 

anestetizzata con dietil etere si è proceduto al sacrificio e all’asportazione dell’utero 

e del mesentere, conservati in soluzione fisiologica HEPES-PSS a 4°C fino al 

momento dell’uso. A seguire, è stato effettuato l’isolamento delle arterie radiali del 

miometrio dell’utero (fig.12) e mesenteriche di terzo-quarto ordine (fig.13). 
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Similmente, sono state isolate le arterie di resistenza uterine di diametro non 

superiore a 300 µm dal topo. 

 

Figura 12: Utero e relativa vascolatura in gravidanda e non. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                           Figura 13: Vascolatura mesenterica. 
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Al fine di effettuare un confronto diretto con la vascolatura umana, la ricerca è stata 

estesa allo studio di arterie di resistenza isolate dalla piastra corionica della placenta 

umana (fig.14) a 38-40 settimane di gestazione, di diametro intorno ai 500 µm, da 

gravidanze non complicate in donne sane con un BMI (indice di massa corporea) non 

superiore a 30.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Figura 14: Placenta umana. 

 

 

2.2 Pressure myography  

 

Le arteriole uterine e mesenteriche ottenute da ratte non gravide (NP) e gravide a 14 

giorni di gestazione, isolate e ripulite dal tessuto connettivo circostante sono state 

montate (1-2 mm di lunghezza) in una camera per arterie (University of Vermont, 

Instrumentation & Model Facility) riempita con la soluzione salina fisiologica 

HEPES-PSS. Tale camera contiene due micro-cannule in vetro: un’estremità del vaso 

è stata legata dapprima su una delle due cannule e lavata di qualsiasi contenuto 
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luminale aumentando la pressione prima di fissare l’estremità distale sulla seconda 

cannula, (fig. 15) assicurando una perfetta tenuta pressoria. L’apparato di perfusione 

(Living Systems, Instrumentation, Burlington, Vermont; fig. 15), costituito da un 

serbatoio d’ingresso e uno di uscita è collegato alla camera e, per mezzo di una 

pompa peristaltica, garantisce la continuamente perfusione dell’arteria. In questo 

sistema, la pressione transmurale prodotta da una pompa peristaltica collegata alla 

cannula prossimale, è impostata manualmente a 50 mmHg. Un regolatore elettronico 

è attaccato ad un trasduttore di pressione in linea che regola la pressione transmurale 

nel range di 1 mmHg. Un bagnetto termostatato consente di mantenere la soluzione 

nella camera alla temperatura costante di 37 °C. Il diametro del lume è stato misurato 

mediante trans-illuminazione del segmento vascolare e con un video analizzatore di 

dimensione (Living Systems Instrumentation), in combinazione con un software di 

acquisizione e registrazione dati (Ionoptix).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Pressure myography e arteria incannulata. 
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2.3 Wire myography  

 

Gli esperimenti eseguiti sulle arteriole della piastra corionica della placenta umana e 

sull’arteria uterina principale di topo wild-type (C57BL6) e eNOS-/-  a giorno 18,5 di 

gravidanza per la valutazione della funzione vascolare sono stati condotti al wire 

myography (M610; Danish Myotechnologies, Denmark). Si tratta di un dispositivo a  

quattro canali che opera  mediante tecniche isometriche (fig. 16). I vasi sono stati 

normalizzati rispettivamente a 0.9L5.1kPa e a 0.9L13.3kPa in 6 ml di soluzione 

salina fisiologica ossigenata (PSS) e riscaldata a 37°C.  

            Figura 16: Wire myography. 

 

 

2.4   Protocollo sperimentale 

 

Inizialmente, tutte le arteriole di ratto sono state continuamente perfuse con HEPES-

PSS a 37 °C ad una pressione transmurale di 10 mmHg. Successivamente sono state 

equilibrate alla pressione di 50 mmHg per circa 45 minuti prima di iniziare la 

sperimentazione.  

A seguito dell’equilibrio, tutti i vasi sono stati precostretti con fenilefrina (0,1 - 

1μM), (R)-(−)-1-(3-Hydroxyphenyl)-2-methylaminoethanol hydrochloride, (R)-(−)-



 

87 
 

3-Hydroxy-α-(methylaminomethyl)benzyl alcohol hydrochloride per produrre una 

riduzione del 40-50% del diametro basale, stabile per circa 10 minuti.  

In una prima fase, è stato testato l’effetto di G-1, 1-(4-(-6-Bromobenzol(1,3)diodo-5-

yl)3a,4,5,9b-tetrahidro-3Hcyclopenta(c-)quinolin-8yl)ethanone, agonista specifico di 

GPER, sulle arteriole uterine e mesenteriche di ratte non gravide (assunte come 

controllo) e gravide, a concentrazioni cumulative non tossiche, nel range di  

10-12-10-6 M, come similmente riportato in letteratura (Lindsey et al., 2011b).  

Ulteriori esperimenti farmacologici sono stati eseguiti testando G-1 su arterie 

denudate meccanicamente o dopo aver incubato il vaso intatto per 20 minuti con i 

seguenti inibitori:  

1) G-15 (10-5 M), (3aS*,4R*,9bR*)-4-(6-Bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-3H-

cyclopenta[c]quinoline, inibitore selettivo di GPER; 

2) L-NNA (10-4M), N-nitro-L-arginine + L-NAME (10-4M), Nω-nitro-L-arginine 

methyl ester, inibitori NOS;  

3) ODQ (10-5M), 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, per la guanilato 

ciclasi; 

4) Paxillina (10-5M) per i canali BKCa. 

Ottenuta, anche in questo caso, con le medesime modalità una contrazione costante 

di almeno 10 minuti pari al 40-50% del diametro iniziale, è stato testato l’effetto di 

G-1 10-7 M, registrandone le eventuali variazioni di diametro. Ogni protocollo è stato 

terminato testando la reattività endoteliale con acetilcolina (10-5M) e, in seguito, 

HEPES-PSS contenente diltiazem (10-5M), (2S,3S)-(+)-cis-3-Acetoxy-5-(2-

dimethylaminoethyl)-2,3-dihydro-2-(4-methoxyphenyl)-1,5-benzothiazepin-4(5H)-

one hydrochloride, CRD-401 e papaverina (10-4M), 6,7-Dimethoxy-1-

veratrylisoquinoline hydrochloride, per ottenere la massima dilatazione passiva.   

Molto similmente per le arteriole di topo e della placenta umana, successivamente 

all’equilibrio di 20 minuti,  è stata dapprima testata la vitalità vascolare, in seguito 

alla contrazione sviluppata in presenza di PSS ad alto contenuto di potassio (KPSS, 

120 mM KCl con sostituzione equimolare di NaCl) e, i vasi non responsivi, sono 

stati esclusi dallo studio. Dopo aver testato KPSS per 4 minuti, i vasi di topo sono 

stati lavati e contratti con fenilefrina (10-5 M) e il rilassamento endotelio dipendente è 

stato verificato con acetilcolina (10-5 M). Dopo il lavaggio, è stata ripetuta la 

precontrazione con fenilefrina ed è stato testato il rilassamento a concentrazioni 

incrementali di G-1 (10-12-10-5M). I vasi placentari umani, invece, sono stati 
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precontratti con endotelina-1 o KPSS 45 mM, prima di testare la curva dell’agonista 

di GPER. 

 

 

 2.5    Analisi immunoistochimica 

 

Le arterie della piastra corionica della placenta umana e uterine di topo sono state 

montate al miografo per essere pressurizzate in modo comparabile alla pressione 

intraluminale in vivo e fissate in  formalina tamponata neutra 10%, a 4 °C overnight.  

In seguito, il tessuto è stato disidratato secondo la serie ascendente degli alcoli (IMS 

70% - 90% - 95% - 100%) e la diafanizzazione è stata effettuata in xilene. 

Successivamente alla fase di infiltrazione in paraffina fusa a 60 °C, i tessuti sono 

stati inclusi nel medesimo mezzo e i blocchetti così formati, una volta solidificati, 

sono stati tagliati al microtomo in sezioni trasversali dello spessore di 5µm. 

Queste ultime sono state distese in acqua alla temperatura di 40-45 °C circa e poi 

fatte aderire su appositi vetrini portaoggetto. 

Una volta asciutte, le sezioni adese sono state dapprima riscaldate a 60 °C, 

deparaffinizzate e reidratate secondo la scala discendente degli alcoli (etanolo 

assoluto – 70%) e lavate in acqua distillata. 

Al fine di rimuovere le aspecificità e smascherare il sito di legame anticorpale, le 

sezioni sono state riscaldate in sodio citrato 0,01 M a pH 6.0 (antigen retrieval).  

L’immunocolorazione è stata eseguita come di seguito: 

1) incubazione con H2O2 3% per 10 minuti (quench endogenous peroxidase); 

2) lavaggi in TBS; 

3) non-immune block per 30 minuti (TBS/Tween 0.1% + goat serum 10% e in 

aggiunta human serum 2% solo per il tessuto placentare); 

4) anticorpo primario, rabbit polyclonal, GPR30 (N-15), diluito in non-immune block 

in presenza e assenza del blocking peptide per il controllo negativo o solo NIB per il 

controllo negativo in assenza di anticorpo, a 4°C overnight;  

5) lavaggi in TBS e TBS/Tween; 

6) anticorpo secondario goat anti rabbit biotinilato 

7) lavaggi in TBS e TBS/Tween; 

8) incubazione con avidina perossidasi; 

9) lavaggio in TBS e TBS/Tween; 
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10) sviluppo della colorazione con sistema cromogeno DAB; 

11) deidratazione delle sezioni secondo la serie crescente degli alcoli; 

12) montaggio in DPX. 

L’analisi e l’acquisizione delle immagini delle sezioni colorate è stata effettuata 

mediante microscopia (Leitz Dialux 22 connesso a QI Cam Fast 1394) e sistema 

d’immagine Image Pro®Plus (Media Cybernetics UK, Marlow, UK). 

 

 

2.6   Western blotting  

 

Le arterie uterine di ratto congelate a -80 °C sono state omogenizzate in una 

soluzione Hepes 50 mM, pH 7.4, contenente Triton X-100 1% (v/v), EDTA 4 mM, 

fluoruro di sodio 1 mM, sodio ortovanadato 0.1 mM, PMSF 2 mM, leupeptina 10 

mg/ml  e aprotinina 10 mg/ml. Per aumentare la quantità di tessuto e l’accuratezza 

delle misure, sono state omogenizzate arterie uterine provenienti da due ratti. Le 

arterie uterine di topo e della placenta umana, invece, sono state similmente 

omogenizzate in una soluzione HEPES 12mM, pH 7.6, contenente mannitolo 

300mM, addizionata ad un cocktail inibitore delle proteasi. Gli omogenati così 

ottenuti sono stati centrifugati a 13000 rpm per 10 minuti e le concentrazioni di 

proteine nel surnatante sono state determinate secondo il metodo Bradford. Dei lisati 

tissutali, 40 µg di proteine sono stati sottoposti ad elettroforesi (fig.17) in gel di 

poliacrilammide riducente SDS/10% (w/v) e trasferiti su membrana di nitrocellulosa 

(arterie di ratto) o PDVF attivata in metanolo 100% (arterie di topo e placentali).  
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Figura 17: Schematizzazione dell’elettroforesi delle proteine. 

 

Dopo il trasferimento, le membrane in nitrocellulosa sono state colorate con Red 

Poinceau per confermare la parità di caricamento e di trasferimento. Le membrane 

sono state bloccate e incubate con anticorpo primario policlonale IgG GPER (N-15), 

α-tubulina (ab125267) o β-tubulina (H-235-2) e, successivamente con anticorpi 

secondari coniugati appropriati come IRDye donkey anti-rabbit o  HRP.  

La specificità anticorpale di GPER è stata appurata mediante l’uso del blocking 

peptide (sc-48525 P), neutralizzando completamente l’anticorpo.  I livelli di proteina 

trasferite su membrana di nitrocellulosa sono stati rilevati tramite un Sistema di 

Chemiluminescenza Avanzata (GE Healthcare, Milano, Italia), mentre i livelli di 
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proteina trasferiti su membrane PDVF sono stati rilevati tramite sistema il 

d’immagine LICOR Odyssey.  

 

 

2.7   Soluzioni e farmaci testati 

 

La soluzione fisiologica HEPES - PSS contiene (in mmol/L): cloruro di sodio 141.8, 

cloruro di potassio 4.7, solfato di magnesio 1.7, cloruro di calcio 2.8, potassio fosfato 

1.2, HEPES 10.0, EDTA 0.5 e glucosio 5.0. La soluzione fisiologica PSS contiene, 

invece (in mmol/L): NaCl 117, NaHCO3 25, KCl 4.69, MgSO4 2.4, CaCl2 1.6, 

KH2PO4 1.18, glucosio 6.05, EDTA 0.034. 

Entrambe le soluzioni sono state preparate in acqua deionizzata e portate a pH con 

idrossido di sodio; in aggiunta PSS è stato sottoposto a 95% aria / 5% CO2.  

Tutti i farmaci testati provenivano da soluzioni madri preparati giornalmente, tranne 

G - 1 e G – 15, preparati e congelati in piccole aliquote. G - 1 e G - 15  (fig.18) sono 

stati acquistati da Tocris (R&D Systems, Milano, Italia, Bristol, UK), tutti gli altri 

prodotti chimici sono stati acquistati da Sigma -Aldrich, Fisher Scientific, Cayman 

Chemical Co.  

Gli anticorpi utilizzati per le analisi di immunoistochimica e western blotting sono 

stati acquistati da Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; Abcam; Dako Ltd, 

Ely, UK; Sigma-Aldrich.  

 

 

 
 

               Figura 18: Formula di struttura di G–1 e G–15. 
 

  

 

 

 

http://www.licor.com/bio/products/imaging_systems/odyssey_sa/
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2.8  Analisi dei dati 

 

I dati sono stati analizzati utilizzando il programma di grafica scientifica GraphPad 

Prism, pubblicato da GraphPad Software, Inc., California. 

Nel ratto, il rilassamento a G-1 è stato espresso come percentuale di diametro 

massimo, determinato al termine di ogni esperimento mediante l’aggiunta di 

papaverina e diltiazem. Nel topo e nella placenta umana, invece, rilassamento è stato 

espresso come riduzione della percentuale di contrazione ottenuta rispettivamente 

con fenilefrina, endotelina-1 o KPSS. I dati sono espressi come media ± SEM, dove 

n indica il numero dei vasi, nonché degli animali utilizzati. Le differenze nelle 

risposte tra i gruppi sono state determinate mediante ANOVA a due vie e  t-test di 

Student non accoppiato.  

Le differenze sono state considerate significative per P ≤ 0.05. 
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3.   RISULTATI 

 

L’azione di G-1 è stata dapprima testata su arteriole mesenteriche isolate da ratti 

Sprague Dawley. Come mostra un tipico esempio di registrazione dell’esperimento 

(fig. 19), sia in animali non gravidi (NP) che gravidi (P), G-1 ha un effetto 

vasorilassante indipendente dal veicolo utilizzato per solubilizzare l’agonista 

recettoriale. 

 

 

Figura 19: Tipico esempio di registrazione del protocollo sperimentale condotto su arteriole 

mesenteriche di ratte non gravide (NP) e ratte gravide (P). A=effetto di G-1 in NP; B=effetto di EtOH 

in NP; C=effetto di G-1 in P; D=effetto di EtOH in P. 
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Questo protocollo sperimentale è stato ripetuto diverse volte al fine di costruire la 

curva dose-risposta per G-1 (fig. 20), testando il farmaco nel range di concentrazioni 

compreso tra 10-12-10-6 M. In tal modo è stato dimostrato come l’effetto di 

vasodilatazione sia simile in P e in NP, raggiungendo valori di massima dilatazione 

pari a 45,5 ± 6,1% in P vs 53,6 ± 2,3% in NP.  

 

 

 

Figura 20: Curva dose risposta del G-1: il grafico mostra l’effetto vasodilatante dell’agonista di 

GPER nelle arteriole mesenteriche isolate da ratti in P e NP. La vasodilatazione è espressa come 

percentuale della massima risposta (max) ottenuta in presenza di papaverina e diltiazem.  I dati sono 

riportati come media ± SEM, n rappresenta il numero degli esperimenti.  

 

Similmente, lo stesso protocollo sperimentale è stato utilizzato per lo studio 

dell’effetto di G-1 sulle arteriole uterine isolate da ratti NP e P. Come per le arteriole 

mesenteriche, un esempio di registrazione dell’esperimento (fig. 21), di seguito 

riportato, mostra che l’effetto vasodilatante di G-1 è dovuto all’azione dell’agonista 

recettoriale e non al veicolo. 
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I dati collezionati da una serie di esperimenti suggeriscono che l’effetto dose-

dipendente di G-1 sulle arteriole uterine risulta essere maggiore in P (fig. 22). 

Effettivamente, la gravidanza sembrerebbe aumentare significativamente la 

vasodilatazione indotta da G-1 a ciascuna concentrazione testata, mostrando un 

effetto massimo alla concentrazione più alta, 10-6 M, pari a 97,8 ± 2,5% in P vs 66,5 

± 3,7% in NP, p<0.001. 

 

 

 

Figura 21: Tipico esempio di registrazione del protocollo sperimentale condotto su arteriole uterine 

isolate da ratti NP e P. A=effetto di G-1 in NP; B=effetto di EtOH in NP; C=effetto di G-1 in P; 

D=effetto di EtOH in P. 
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Figura 22: Curva dose risposta di G-1: il grafico mostra l’effetto vasodilatante dell’agonista di 

GPER nelle arteriole uterine isolate da ratti in P e NP. La vasodilatazione è espressa come percentuale 

della massima risposta (max) ottenuta in presenza di papaverina e diltiazem. I dati sono riportati come 

media ± SEM, n rappresenta il numero degli esperimenti. ***p<0.001. 

 

 

Una possibile spiegazione di tale effetto può essere suggerita dall’aumento 

significativo dell’espressione di GPER, con una percentuale della variazione proteica 

di oltre il doppio in gravidanza rispetto alla non gravidanza, per valori di p< 0.05 

(fig. 23). 
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Figura 23: Espressione proteica di GPER in omogenati di arteriole uterine in NP e P. Il pannello in 

basso mostra l’analisi densitometrica delle bande proteiche normalizzate rispetto alla β-tubulina (peso 

molecolare di GPER:38 kDa; peso molecolare di β-tubulina:50 kDa) . La percentuale di variazione è 

stata valutata come media ± SEM di tre esperimenti per ogni gruppo. °p < 0.05 per l’espressione in P 

vs NP. 

 

Il confronto tra le arteriole uterine e mesenteriche isolate da ratti in gravidanza (fig. 

24) evidenzia come la vasodilatazione dose dipendente, indotta da G-1, abbia un 

effetto significativamente maggiore nelle arteriole del sistema riproduttivo, per valori 

pari a 97,8 ± 2,5% rispetto alle arteriole mesenteriche,  pari a 45,5 ± 6,1% , p<0.001, 

alla massima concentrazione testata. La gravidanza aumenta significativamente 

l’effetto di GPER nella sola vascolatura uterina suggerendone, probabilmente, un 

meccanismo di regolazione mediato dalla gravidanza stessa e una maggiore 

sensibilità rispetto alla vascolatura sistemica. 
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Figura 24: Curva dose risposta del G-1: il grafico mette a confronto l’effetto vasodilatatorio di G-1 

su arteriole mesenteriche (MA) e uterine (UA) isolate da ratte gravide. La vasodilatazione è espressa 

come percentuale della massima risposta (max) ottenuta in presenza di papaverina e diltiazem. I dati 

sono riportati come media ± SEM, n rappresenta il numero degli esperimenti. ***p<0.001. 

 

La specificità dell’agonista recettoriale è stata valutata sulle arteriole uterine di ratti 

in gravidanza in presenza di G-15. Gli istogrammi in figura 25, costruiti testando 

G-1 alla concentrazione 10-7 M e l’antagonista recettoriale G-15, alla concentrazione 

10-5 M, mostrano una significativa riduzione dell’effetto di vasodilatazione in 

presenza dell’antagonista specifico di GPER, passando da 90,7 ± 2,6%  (G1) a 18,2 ± 

2,4% (G1 + G15), p<0.001 della massima dilatazione osservabile. 
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Figura 25: Effetto inibitorio dell’antagonista specifico di GPER, G-15, sulla vasodilatazione indotta 

da G-1. Gli istogrammi mostrano la vasodilatazione delle arterie uterine di ratti in gravidanza in 

risposta a G-1, testato alla concentrazione di 10-7M in assenza (G1, n = 8) e in presenza 

dell’antagonista G15 (G1 + G15, n = 5). La vasodilatazione è espressa come percentuale della 

massima risposta (max) ottenuta in presenza di papaverina e diltiazem. I dati sono riportati come 

media ± SEM. *** p <0.001. 

 

Il meccanismo molecolare coinvolto nell’azione vasorilassante di GPER in 

gravidanza è stato individuato, nelle arterie uterine, testando l’agonista G-1 in 

presenza degli inibitori della NOS e su vasi privati dell’endotelio (fig. 26). La 

vasodilatazione G-1 dipendente, alla concentrazione di 10-7 M, è risultata 

completamente abolita in presenza di L-NNA + L-NAME (200 µM), passando  da 

valori pari a 90,7 ± 2,6% a 2,5 ± 2,5% ,  p< 0.001, in presenza degli inibitori. Inoltre, 

anche la rimozione meccanica dell’endotelio ha ridotto quasi totalmente l’effetto di 

G-1, riportando un valore di dilatazione pari al 6,6 ± 2,2%, p<0.001.   
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Figura 26: Effetto degli inibitori della NOS e della denudazione sulla vasodilatazione indotta da G-

1 nelle arterie uterine. Gli istogrammi mostrano la vasodilatazione delle arteriole uterine di ratti in 

gravidanza in risposta a G-1, testato alla concentrazione di 10-7M in assenza (control, n = 8) e in 

presenza degli inibitori della sintesi di ossido nitrico (L-NNA+L-NAME, 200µM, ( n = 5)  e su 

arteriole private dell’endotelio (denuded, n = 5). La vasodilatazione è espressa come percentuale della 

massima risposta (max) ottenuta in presenza di papaverina e diltiazem. I dati sono riportati come 

media ± SEM. *** p <0.001. 

 

 

Esperimenti successivi hanno permesso di dimostrare come nel meccanismo d’azione 

di GPER sia implicata l’attivazione di cGMP. Questo è stato supportato dalla 

significativa riduzione della vasodilatazione in presenza dell’inibitore della guanilato 

ciclasi solubile, ODQ, 10-5 M, (fig. 27) rispetto al controllo: in tal caso, infatti, 

l’effetto di G-1 osservato è pari a 23,1 ± 2,1%, p<0.001. Al contrario, risulta essere 

completamente inalterato dall’inibizione dei BKCa channels mediante paxillina,  

10-5 M, mantenendo un effetto di dilatazione pari a 92,5 ± 4,3%. 
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Figura 27: Effetto degli inibitori della guanilato ciclasi e dei BKCa channels sulla vasodilatazione 

indotta da G-1 nelle arterie uterine. Gli istogrammi mostrano la vasodilatazione delle arteriole uterine 

di ratte in gravidanza in risposta a G-1, testato alla concentrazione di 10-7M in assenza (control, n = 8) 

e in presenza, rispettivamente, degli inibitori della guanilato ciclasi (ODQ, n = 5) e dei BKCa channels 

(paxillina, n = 5), testati alla concentrazione di 10-5 M. La vasodilatazione è espressa come 

percentuale della massima risposta (max) ottenuta in presenza di papaverina e diltiazem. I dati sono 

riportati come media ± SEM. *** p <0.001. 

 

 

Al fine di confermare l’importanza dell’NO nel meccanismo molecolare d’azione di 

GPER, la curva dose risposta di G-1 è stata testata sull’arteria uterina principale 

isolata da topi in gravidanza, wild type e knock out per il gene eNOS (fig. 28). G-1 

riduce la precostrizione indotta dalla fenilefrina in entrambi i genotipi animali, ma 

questo effetto risulta essere significativamente minore negli animali eNOS-/- 

(p<0.01). Alla concentrazione più elevata, 10-5M, la costrizione è stata ridotta al 79,7 

± 1,5 % negli eNOS-/- vs il 73,8 ± 0,8 % nel wild type, p<0.01.  

Studi di immunoistochimica hanno in seguito dimostrato la presenza di GPER in 

questa tipologia di arterie, sia nella tunica intima che nella tunica media (fig. 29), 

come risulta dal confronto dello staining positivo (A, in wild type; D, in eNOS-/-) 
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rispetto al controllo negativo in presenza (B, in wild type; E, in eNOS-/-) e in assenza 

del blocking peptide (C, in wild type; F, in eNOS-/-). 

 

 

Figura 28: Curva dose risposta del G-1: il grafico mostra l’effetto vasodilatante dell’agonista di 

GPER nell’arteria uterina principale isolata da topi wild type (C57 G1) e knock out per il gene eNOS 

(eNOS-/- G1) in gravidanza, precostrette con fenilefrina. La vasodilatazione è espressa come 

percentuale di riduzione della massima contrazione (constriction) ottenuta in presenza di fenilefrina. I 

dati sono riportati come media ± SEM, n rappresenta il numero degli esperimenti. **p<0.01. 

 

La specificità anticorpale è stata appurata anche mediante analisi di western blot. 

Come mostrato dagli istogrammi in figura 30, nelle arterie uterine di topo wild type 

in gravidanza, GPER è espresso e lo staining è completamente assente quando 

l’anticorpo è neutralizzato dal peptide bloccante, p <0,01. 
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Figura 29: Sezioni trasversali rappresentative di arterie uterine isolate da topi wild type, C57 (A, B, 

C; 20x) e eNOS-/- (D, E, F; 20x). La colorazione positiva (marrone, pannelli A e D) è presente sia 

nella tunica media che nell’intima. La specificità dell’espressione di GPER è confermata dall’assenza 

di colorazione con il peptide bloccante in presenza dell'anticorpo primario (pannelli B ed E). I pannelli 

C ed F mostrano il controllo negativo (assenza di anticorpo primario). Scale bar 50 micron. 

 

Figura 30: Western blot rappresentativo della specificità anticorpale di GPER in omogenati di 

arterie uterine di topo wild type in gravidanza. Il rapporto GPER/α-tubulina (peso molecolare di 

GPER:38 kDa; peso molecolare di α-tubulina:50 kDa) è stato valutato come media ± SEM di 3 

esperimenti. **p <0,01 per la neutralizzazione dell’anticorpo primario in presenza del peptide 

bloccante rispetto al solo anticorpo, che conferma l’espressione di GPER.  
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Ulteriori studi di immunoistochimica condotti su sezioni trasversali di arterie isolate 

dalla piastra corionica hanno, inoltre, confermato la presenza di GPER nella 

vascolatura della placenta umana. La figura 31 mostra che GPER è localizzato sia 

nella tunica intima che nella tunica media, come risulta dal confronto dello staining 

positivo (A) rispetto al controllo negativo in presenza (B) e in assenza del blocking 

peptide (C). 

 

 

 

Figura 31: Sezioni trasversali rappresentative di arterie della piastra corionica isolate dalla placenta 

umana  (A, B, C; 10x). La colorazione positiva (marrone, pannello A) è presente sia nella tunica 

media che nell’intima. La specificità dell’espressione di GPER è confermata dall’assenza di 

colorazione con il peptide bloccante in presenza dell'anticorpo primario (pannello B). Il pannello C 

mostra il controllo negativo (assenza di anticorpo primario). Scale bar 100 micron. 

 

 

Anche in questo caso, la specificità anticorpale è stata soddisfatta mediante analisi di 

western blot: gli istogrammi in figura 32, mostrano che GPER è espresso e lo 

staining è completamente assente quando l’anticorpo è neutralizzato dal peptide 

bloccante, p <0,01. 
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Figura 32: Western blot rappresentativo della specificità anticorpale di GPER in omogenati di 

arterie della piastra corionica isolate dalla placenta umana. Il rapporto GPER/α-tubulina (peso 

molecolare di GPER:38 kDa; peso molecolare di α-tubulina:50 kDa) è stato valutato come media ± 

SEM di 4 esperimenti. **p <0,01 per la neutralizzazione dell’anticorpo primario in presenza del 

peptide bloccante rispetto al solo anticorpo, che conferma l’espressione di GPER.  

 

Dimostrata la presenza di GPER nelle arterie della piastra corionica umana, al fine di 

valutare l’azione di G-1 nella vascolatura placentale, è stata testata la curva dose 

risposta dell’agonista recettoriale applicando un protocollo simile a quello utilizzato 

nello studio funzionale condotto sul topo. Il grafico in figura 33 mostra che G-1, 

rispetto al controllo con il solo vasocostrittore (ET1) riduce la percentuale di 

precontrazione indotta da endotelina-1 EC50 (ET1+G1), tuttavia, in questa tipologia 

vascolare, parte dell’effetto vasorilassante è dovuto al veicolo utilizzato 

(ET1+DMSO). Alla concentrazione più alta testata, 10-5 M, la  contrazione è ridotta 

dal 93,3± 4,3 %,  in presenza del solo vasocostrittore, ET1 EC50; al 73,1 ± 2,9% dal 

DMSO e al 59,3 ± 7,6 % da G-1. La differenza tra l’effetto di G-1 e del veicolo non è 

risultata statisticamente significativa. Ripetendo il medesimo protocollo 

sperimentale, precontraendo le arterie placentali (102,5 ± 1,2%) con una soluzione a 

più alta concentrazione di potassio, KPSS 45mM (fig. 34), G-1 riduce nuovamente la 

contrazione (KPSS+G1, 92,7 ± 1,2%), con un effetto, in questo caso, significativo 
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alla concentrazione più alta della curva dose risposta, 10-5 M (p<0.05) e indipendente 

dal veicolo (KPSS+DMSO, 99,8 ± 1,5%).  

 

 

Figura 33: Curva dose risposta del G-1. Il grafico mostra l’effetto vasodilatante dell’agonista di 

GPER nelle arterie della piastra corionica isolate dalla placenta umana, precostrette con endotelina-1 

EC50. ET1 rappresenta l’effetto, nel tempo, del solo vasocotrittore; ET1+DMSO e ET1+G1 

rappresentano, rispettivamente l’effetto del veicolo e dell’agonista di GPER sulla precontrazione. La 

vasodilatazione è espressa come percentuale di riduzione della massima contrazione (% ET1 EC50 

constriction) ottenuta in presenza di endotelina-1 EC50. I dati sono riportati come media ± SEM, n 

rappresenta il numero degli esperimenti.  

 

 

 

 

 

 



 

107 
 

 

Figura 34: Curva dose risposta del G-1. Il grafico mostra l’effetto vasodilatante dell’agonista di 

GPER nelle arterie della piastra corionica isolate dalla placenta umana, precostrette con KPSS 45mM. 

KPSS rappresenta l’effetto, nel tempo, del solo vasocotrittore; KPSS+DMSO e KPSS+G1 

rappresentano, rispettivamente l’effetto del veicolo e dell’agonista di GPER sulla precontrazione. La 

vasodilatazione è espressa come percentuale di riduzione della massima contrazione (% KPSS 45mM 

constriction) ottenuta in presenza di KPSS 45mM. I dati sono riportati come media ± SEM, n 

rappresenta il numero degli esperimenti. *p<0.05 per KPSS+G1 vs KPSS+DMSO. 
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4. DISCUSSIONE 

 

Tale studio ha permesso di mostrare il ruolo di GPER  nella vascolatura mesenterica 

e, per la prima volta, nella vascolatura uterina di ratto in gravidanza. L’attivazione 

recettoriale, mediata dallo specifico agonista, G-1, induce un effetto dose dipendente 

vasorilassante in entrambi i letti vascolari, sia in gravidanza che nella non gravidanza 

sebbene di minore entità nelle arteriole mesenteriche. Mentre in queste ultime 

l’effetto di G-1 è simile nei due diversi stadi fisiologici, nelle arteriole radiali uterine 

la gravidanza aumenta significativamente l’effetto di GPER. Questa modulazione 

funzionale potrebbe trovare spiegazione nella maggiore espressione recettoriale 

rispetto alla non gravidanza suggerendo, inoltre, l’ importanza  d’azione di GPER 

nella vascolatura riproduttiva rispetto a quella sistemica.  

Un lavoro recente condotto su aorta, carotidi, arterie mesenteriche e renali di ratto, ha 

rivelato un aumento dell’espressione di ERα e ERβ nell’aorta e nell’arteria 

mesenterica, e di GPER nell’aorta, in gravidanza rispetto alla non gravidanza (Mata 

et al., 2015). In parallelo, nel medesimo lavoro lo studio funzionale ha confermato 

l’aumento dell’effetto di vasodilatazione indotto dalla gravidanza, mediato da ERα 

nell’aorta e nell’arteria mesenterica, e da GPER nell’aorta (Mata et al., 2015).  

La gravidanza, è un particolare stadio fisiologico caratterizzato da un rimodellamento 

ipertrofico verso l’esterno della vascolatura uterina, associato ad una significativa 

vasodilatazione finalizzata all’aumento del flusso sanguigno uteroplacentale 

(Mandalà and Osol, 2009). In tale processo, sebbene i fattori locali risultino essere 

predominanti rispetto a quelli sistemici (Fuller et al., 2009), gli estrogeni giocano un 

ruolo chiave nell’adattamento della vascolatura materna in gravidanza (Magness and 

Rosenfeld, 1989; Zhang et al., 2001; Albrecht et al., 2000), essendo funzionalmente 

implicati nella regolazione del flusso sanguigno uterino attraverso ERα e ERβ 

(Pastore et al., 2012). La recente identificazione del terzo recettore estrogenico, 

GPER e la sua localizzazione nelle arterie e nelle vene umane (Haas et al., 2007) 

presenta la possibilità che questo recettore possa mediare gli effetti vasorilassanti 

acuti dell’estradiolo (Lindsey et al., 2011). 

L’antagonista recettoriale specifico di GPER, attenua il rilassamento nelle arterie 

mesenteriche di ratto e coronariche di maiale endotelio-denudate in risposta a G-1 

(Lindsey et al., 2011b; Yu et al., 2011) mentre, nelle arteriole cerebrali di ratto 

intatte, riduce parzialmente la vasodilatazione G-1 dipendente (Murata et al., 2013). 
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Nel presente studio, l’azione mediata da G-1, nelle arteriole uterine in gravidanza è 

ridotta significativamente in presenza dell’antagonista recettoriale G-15, suggerendo 

che la risposta vasodilatatoria acuta è dovuta a GPER. 

La rilevanza di tale inibizione sull’attività funzionale di GPER è supportata 

dall’evidenza che sia la deficienza cronica, usando topi privi del gene GPER, che 

l’inibizione acuta, utilizzando l’antagonista G-15, aumenta la vasocostrizione 

endoteliale nell’aorta di topo (Meyer et al., 2012).  

La vasodilatazione mediata da GPER è stata dimostrata in vari tipi di arterie, tuttavia 

resta da chiarire il meccanismo molecolare coinvolto.  

E’ ben noto che i recettori estrogenici classici, ERα e ERβ, contribuiscono agli eventi 

di segnalazione vascolare (Deroo et al., 2006), favorendo il rilassamento endotelio 

dipendente o la dilatazione inducendo la produzione e l’attività di NO (Knot et al., 

1999), prostacicline (Case and Davison, 1999) e fattore  iperpolarizzante (Orshal et 

Khalil, 2004), e inibiscono il meccanismo di contrazione della muscolatura liscia 

vascolare (Orshal et Khalil, 2004). Al contrario, si sa molto poco circa il ruolo di 

GPER, nella regolazione del tono vascolare. E’ stato dimostrato che, nel ratto,  

l’agonista G-1 induce una vasodilatazione parzialmente dipendente dall’ NO 

endoteliale nelle arteriole cerebrali (Murata et al., 2013) e completamente endotelio 

dipendente, nell’aorta (Lindsey et al., 2009). Nelle arterie mesenteriche di ratti 

femmina mRen2 Lewis, l’effetto di G-1 è parzialmente attenuato sia dalla 

denudazione endoteliale che dal pretrattamento con l’inibitore NOS, L-NAME 

(Lindsey et al., 2011b) mentre è completamente endotelio indipendente nelle 

coronarie di maiale (Yu et al., 2011). Un lavoro condotto su arterie carotidi di ratto di 

entrambi i sessi ha dimostrato che GPER ha un meccanismo d’azione endotelio 

dipendente e mediato dall’NO (Broughton et al., 2010). Anche nelle arterie di 

resistenza del grasso sottocutaneo, nella donna in menopausa, in gravidanza e 

nell’uomo, GPER attiva un meccanismo di segnalazione eNOS mediato (Arefin et 

al., 2014). Similmente, questo studio ha rivelato che, in gravidanza, la  

vasodilatazione delle arteriole uterine mediata da G-1 è endotelio dipendente e il suo 

effetto è mediato dall’NO,  come dimostrato dall’abolizione del vasorilassamento 

nelle arterie denudate e  farmacologicamente in presenza degli inibitori della sintesi 

di ossido nitrico.  

Nel meccanismo molecolare d’azione di GPER, poichè l’effetto vasorilassante di G-1 

è significativamente ridotto in presenza dell’inibitore della guanilato ciclasi, ma è 

inalterato dall’inibitore dei canali del potassio a larga conduttanza, l’NO agisce 
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attraverso il cGMP ma non mediante l’attivazione dei canali BKCa. L’implicazione 

del pathway NO-cGMP nell’attivazione di GPER è stata riportata anche nelle arterie 

mesenteriche (Lindsey et al., 2014); mentre, il meccanismo endotelio indipendente 

nelle coronarie di maiale, rilassa la muscolatura liscia aumentando l’efflusso di 

potassio attraverso i canali BKCa (Yu et al., 2011).  

L’importanza dell’NO nel meccanismo d’azione di GPER in gravidanza è stata 

supportata dagli esperimenti condotti sull’arteria uterina di topi eNOS-/- in quanto, la 

riduzione della precostrizione per effetto G-1, è risultata significativamente minore 

rispetto al genotipo wild type. L’effetto molto meno marcato, nel topo, rispetto al 

ratto, potrebbe trovare giustificazione nella diversa tipologia animale, nonostante 

l’elevata similiarità, nella concentrazione del vasocostrittore utilizzato o nel 

differente sistema sperimentale. Ad ogni modo, in questo lavoro l’immunostaining 

ha confermato l’espressione di GPER sia nella tunica intima che nella tunica media 

dell’arteria uterina di topo. 

Alcuni studi hanno dimostrato che nel ratto GPER è localizzato sia nelle cellule 

endoteliali che nelle cellule muscolari lisce dell’aorta e della carotide, nonostante 

l’attivazione recettoriale sia completamente endotelio dipendente in questi vasi 

(Lindsey et al., 2009; Broughton et al., 2010). 

Isensee e collaboratori hanno dimostrato l’espressione di GPER nelle cellule 

endoteliali delle piccole arterie sistemiche di topo (Isensee et al., 2009); tuttavia, nei 

vasi cerebrali è espresso solo nelle cellule della muscolatura liscia (Murata et al., 

2013).  

Studi condotti su arteria mammaria interna e vena safena umane, hanno dimostrato 

l’espressione genica di GPER (Haas et al., 2007) nelle cellule muscolari lisce. 

Nelle arterie di resistenza del grasso sottocutaneo umano, GPER è stato localizzato 

sia nella tunica intima che nella tunica media (Arefin et al., 2014).  

Questo studio, ha consentito di dimostrare che GPER è espresso anche nella tunica 

intima e media delle arterie isolate dalla piastra corionica della placenta umana 

sebbene, un lavoro condotto da Corcoran e collaboratori,  abbia riportato che la 

precostrizione delle arterie placentali e miometriali con U46619, agonista del 

recettore del trombossano, non viene ridotta dall’esposizione a G-1 (Corcoran et al., 

2014). Nel presente lavoro, al contrario, è stato dimostrato come nelle arterie della 

piastra corionica umana, G-1 induca un effetto vasorilassante, seppure lieve, e 

differente in base al tipo di vasocostrittore testato. Infatti, alla concentrazione più alta 

(10-5 M), G-1 ha debolmente ridotto la precontrazione indotta dalla dose EC50 di 
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endotelina-1, ma tale effetto è risultato statisticamente significativo nelle arterie 

precontratte con la soluzione fisiologica ad alta concentrazione di potassio, KPSS  

45 mM. Questo effetto ha dimostrato la variazione dell’attivazione recettoriale di  

G-1 in relazione al vasocostrittore utilizzato, come riportato in un lavoro sulle arterie 

coronarie di maiale dove G-1 e ICI 182,780, entrambi agonisti di GPER con 

paragonabile azione vasorilassante, attenuano la contrazione dell’endotelina-1 ma 

non della serotonina (Meyer et al., 2010). 

In conclusione, questo studio suggerisce per la prima volta l’espressione e l’attività 

funzionale di GPER nella vascolatura uterina animale e nelle arterie della piastra 

corionica della placenta umana, contribuendo alla regolazione del tono vascolare, 

della perfusione placentare e del corretto sviluppo fetale. 

Pertanto, GPER potrebbe rappresentare un possibile bersaglio terapeutico nelle 

patologie gestazionali caratterizzate da restrizione della crescita fetale associata ad 

alterazioni della resistenza vascolare. 
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