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Radicali liberi e danno cerebrale nel neonato
con insulto ipossico-ischemico
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Riassunto. - | radicali liberi (RL), molecole instabili e altamente reattive per la presenza di elettroni spaiati
sull’ orbitale esterno, si formano normalmentein qualsiasi cellulavivente poiché sovraintendono alereazioni di
ossidoriduzione utili allasuasopravvivenza. Quando prodotti in quantitaeccessive diventano importanti mediatori
di danno cellulare e tissutale. L' eccesso di produzione di RL € evenienza frequente nel neonato e puo essere
provocatain diverse condizioni metaboliche. Il sistemanervoso centrale del neonato € particolarmente arischio
di danno mediato dai RL per I’ elevato contenuto nelle membrane neuronali di acidi grassi poliinsaturi, I’ alto
“uptake’ di ossigeno ei relativamentebassi livelli di difese antiossidanti. || metabolismo ossidativo mitocondriale
e fosfolipidico, I’ ossido nitrico, la flogosi, la disponibilita di ferro libero, I attivazione di enzimi proteolitici
sono potenziali sorgenti di RL durante un evento asfittico.

Parole chiave: ipossia-ischemia, danno cerebrale, radicali liberi, neonato.

Summary (Free radicals and brain damage during hypoxia-ischaemia in newborns). - Free radicals (FR)
are highly reactive chemical molecul es containing one or more unpaired el ectrons. Oxygen-derived freeradicals,
collectively termed reactive oxygen species (ROS), are normally produced in living organisms. When over
produced, they are major mediators of cell and tissue injury. There is a critical balance between free radical
generation and antioxidant defenses. Oxidative stressin vivo isadegenerative process due to the over production
and propagation of FR reactions. FR reactions |ead to oxidation of lipids, proteins, polysaccharides and to DNA
damage. Newbornsand particularly preterminfantsare very susceptibleto FR oxidative damage. In these subjects,
thereisevidence of an imbal ance between antioxidant and oxidant-generating systems enhancing oxidant injury.

Key words: hypoxia-ischaemia, brain injury, free radicals, newborn.

Introduzione

Il danno cerebrale ipossico-ischemico élaprincipale
causa di mortalita perinatale acuta e di morbilita
neurologicadell’infanzia[1]. Le statistiche evidenziano
in Europa un’incidenza di asfissia perinatale pari al 2-
6%o nuovi nati, di cui il 20-50% muore entro le prime
settimane di vita[2-4]. Trai sopravvissuti, pit del 25%
presenta sequele di ordine neuropsicologico in formadi
ritardo mentale, paralisi cerebrale, anomalie del
linguaggio, epilessia[5].

| notevoli progressi conseguiti nell’ assistenza del
neonato ad alto rischio hanno consentito una drastica
riduzione della mortalita neonatale e del numero di
handicap neurologici secondari a sofferenza perinatale.
Cid nonostante ancor oggi permangono evenienze
patologiche pre e postnatali di difficile controllo, in
guanto poco indagate. Tra gli aspetti di fisiopatologia
perinatale ancora da chiarire vi sono tutte quelle
condizioni in cui S puo inaspettatamente verificare un
danno da produzione di specie tossiche dell’ ossigeno.

Biologia dello stress ossidativo

L’ ossigeno, elemento fondamentale per la vita degli
organismi eucarioti, & paradossalmente una sostanza
tossica. Latossicitadell’ ossigeno € principa mentelegata
allapossibilitadi generareradicali liberi (RL): unaserie
di composti che contengono almeno un e ettrone spaiato
sull’ orbitale esterno: O*, (anione superossido), HO®
(radicaleidrossilico) e H,O, (perossido d’ idrogeno) [6-
8]. Lacondizione di intrinsecainstabilita rende ragione
della fortissima reattivita chimica posseduta da queste
sostanze. Per raggiungere uno stato energetico piu
stabile, esse tendono a cedere il proprio elettrone o ad
acquistarne uno dalla molecola con cui reagiscono la
qualesd ritroveraeettricamenteinstabileenellanecessita
di cedere 0 assumere asuavoltaun elettrone. Avvengono
cosi una serie di reazioni autopropagantesi che portano
alla formazione ulteriore di metaboliti tossici e a
profonde modificazioni del substrato di partenza[9]. Le
reazioni terminano allorché i RL incontrano una
molecola simile 0 una sostanza “ scavenger” oppure un
sistema enzimatico in grado di metabolizzarle.
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Numerosi studi sperimentali e clinici hanno ampia-
mente dimostrato come I’ azione tossicadell’ ossigeno e
gli effetti dannosi dei RL svolgano un ruolo di primo
piano nella patogenesi di molte malattie neonatali trale
quali la retinopatia della prematuritd, la displasia
broncopolmonare, |’ enterocolite necrotizzante, I insuf-
ficienza renale, la persistenza del dotto arterioso di
Botallo, I’emorragia intraventricolare, la leucomalacia
periventricolare[10-12]. E’ verosimile chetali patologie
non siano entita differenti ma aspetti diversi di un’uni-
ca, piu ampiacondizione definitacome “malattiadara
dicali liberi nel neonato” [13]. | primi bersagli del radi-
cali liberi sono i fosfolipidi delle membrane biologiche
che vanno incontro allaformazione di ulteriori radicali:
lipoperossi (LOO"), lipidi idroperossi (LOOH), lipidi
alcossi (LO") e prodotti di frammentazione come la
malondialdeide (MDA), alcani, ecc. Tutte queste sostan-
ze possono esercitare la loro azione lesiva sul DNA e
sulle strutture cellulari, mitocondriali e lisosomiali, con
fuoriuscita di enzimi proteolitici, autodigestione della
cellula, innesco dei processi di morte cellulare program-
mata.

Le specie reattive dell’ ossigeno si formano normal-
menteinqualsias cellulavivente poiché sovraintendono
a tutte le reazioni di ossidoriduzione utili alla sua so-
pravvivenza. Gli effetti biologici di modeste quantita di
radicali dell’O,, hanno talora estrema rilevanza, come
la funzione killing del fagocita e la modulazione delle
sostanze vasoattiverilasciate dall’ endotelio, fondamen-
tale per il mantenimento del circolo [14].

Quando in vivo s verifica una produzione continua
di RL, tale da soverchiare la capacita antiossidante del-
I’ organismo, si viene a creare una condizione di stress
ossidativo, in cui hon sono piu garantiti il mantenimen-
to del patrimonio antiossidante e il contenimento della
produzione di RL [7].

Norma mente lo stress ossidativo € modesto e le di-
fese della cellula possono aumentare tramite un com-
plesso meccanismo che puo coinvolgere |’ espressione
genica delle attivita cosiddette scavengers [15]. Gli
scavenger s sono molecole che possono eliminarei RL e
preservarei target molecolari cellulari potendo accetta-
re e cedere elettroni mediante interconversione da uno
stato ossidato ad uno ridotto. L' a-tocoferolo, labilirubina,
la cerulo-plasmina, I’ acido urico, latransferring, la vita-
minaC, i gruppi sulfidrilici del glutatione sono esempi di
scavengers naturali. Un altro meccanismo di cui dispone
I’ organismo umano per la difesa del danno da RL € co-
stituito dalle attivita enzimatiche antiossidanti
superossido-dismutasi, glutatione perossidasi, glutatione
reduttasi e catalasi [16].

Patologia da radicali liberi
Il neonato & particolarmente predisposto al rischio di

danno ossidativo, in conseguenza sia della maggiore
produzione postnatale di radicali dell’O, (Fig. 1), sia
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Fig. 1. - Meccanismi di produzione dei radicali liberi.
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dell’incapacita dei sistemi di protezione di limitare le
reazioni daloroindotte (Tab. 1). Lanascita, comportan-
doil passaggio daunastato di ossigenazionefetae (Pa0,
30-40 torr) ad una di tipo adulto (PaO, 60-70 torr), fa-
voriscelaformazionedi RL in quantitatali dasovrasta-
re le capacita di detossificazione ancora immature. La
ipovalidita del sistemi antiossidanti rende ancora piu
vulnerabile il neonato pretermine per I’ accentuata po-
vertadi sistemi di protezione enzimatica che giungono
fisiologicamente a maturazione con il procedere della
gestazione [17]. La maggiore disponibilita di substrati
perossidabili nel SNC (acidi grassi insaturi) espone in
egual misurai neonati atermine al danno daRL [18]. Il
cervello del feto atermine éaltresi arischio perché pos-
siede oligodendrociti con sistemi di valida captazione
del ferro erecettori NM DA sufficientemente maturi per
agevolare la progressione della catena di eventi meta-
bolici che portano alla generazione e al danno da RL
[19, 20].

La responsabilita della tossicita dei RL nel neonato
coinvolge meccanismi complessi caratterizzati da una
seriedi reazioni, che, unavoltainnescate, si propagano
acatena, potendosi amplificare attraverso circoli vizio-
si difficilmente arrestabili [21, 22]. E’ pertanto estrema-
mentedifficile predirel’ entitaclinicaelapresenzastes-
sadel danno, lalatenzarispetto al momento in cui I’in-
sulto si érealizzato, lasuscettibilitaindividuale del neo-
nato, i tempi ei modi per eventuali interventi terapeutici.

Radicali liberi e meccanismi di danno cerebrale

L’ encefal opatia ipossico-ischemica consegue ad un
insulto asfittico che nellaquasi totalitadei casi € subor-
dinato dlainterruzione del flusso utero-placentareedello
scambio O,/CO,,. Il momento eziologico piti Spesso in
causa é rappresentato dalla patologia del travaglio di
parto mal’ evento precipitante spesso s € giarealizzato
in utero, prima ancora che il parto siainiziato [23-25].
Gli eventi fondamentali determinanti il danno cerebrale
da asfissia sono I'ipossiemia e I'ischemia; esse sono di
regola associate, essendo I’ una causa dell’ atra, e sono
in grado di innescare unacatenadi eventi di ordine me-



Tabella 1. - Difese antiossidanti nel neonato

| GSH-PX | a-Proteinasi
| SOD | Vit. E

| B-Carotene | Selenio

| Riboflavina | Rame

| Transferrina | Zinco

| Ceruloplasmina | Altri fattori plasmatici

GSH-PX: glutatione perossidasi; SOD: superossido dismutasi;
| : riduzione rispetto all’eta successiva.

tabolico che costituiscono la via finale comune al’in-
sulto ipossico-ischemico qualunque sia stato il fattore
precipitante o determinante. Lacronobiologiadellasin-
drome ipossi co-ischemica € bifasica contemplando due
momenti fisiopatol ogicamente importanti [26]:

- insulto neuronale primario, determinato dal deficit
di ossigeno e substrati energetici;

- insulto neuronal e secondario, caratteristico dellafase
di riperfusione cerebrale.

E’ recente |’ acquisizione che la stessa ipossia, indi-
pendentemente dalla fase di riperfusione, sia responsa-
bile della sovraproduzione di RL. Nostri studi hanno
dimostrato come nel neonato laformazione di RL com-
porti un danno ossidativo alle lipoproteine plasmatiche
in corso di ipossia[27, 28].

I meccanismi patogenetici del danno molecolare,
cellulare etissutal e che consegue ad un insulto ipossico,
coinvolgono unaseriedi eventi acascata. Nellefasi ini-
ziali dell’ipossiail metabolismo anaerobio determinala
progressiva deplezione delle riserve dei fosfati ad alta
energia generando notevoli quantita di ADP, xantina,
ipoxantina, NADH, FADH, acido lattico eioni H* [29,
30]. Allariduzione delleriserve energeticheintracel lul ari
segue:

- diminuizione dell’ attivita enzimatica delle pompe
di membrana ATP-asi dipendenti;

- riduzione del potenziale di membrana;

- aumento del flusso intracellulare di Na**/K*, Cl- e
cat*;

- produzione di radicali liberi, danno perossidativo
proteico e lipidico;

- edema citotossico [31-33].

L’ aumento delle concentrazioni intracel lulari di Ca?*
fasi che s attivino numerosi enzimi cal cio-dipendenti,
quali fosfolipasi, endonucleasi, proteasi. L’ attivazione
delle fosfolipasi A, e C rilasciano acido arachidonico
dal bilayer lipidico con contemporanea produzione di
RL [34]. Lafosfolipasi C catalizza inoltre la reazione
che porta alla formazione di inositolo 3-fosfato, un
secondo messaggero che induce il rilascio di Ca2* dal
reticolo endoplasmatico [35]. | Ca?* puo attivare anche
lanitrossido sintetasi che portaallaformazione di ossido
nitrico e radicale idrossile [36]. Il Ca?*, in corso di
ipossia, entranellacellulaattraverso divers meccanismi:
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- attivazione di canali voltaggio dipendenti, e
agonista-dipendenti quali i recettori per amino-idrossil-
metil-isossazolo propionato (AMPA), kainato (KA), e
N-metil D aspartato (NMDA);

- rilascio da parte dei mitocondri e del reticolo
endoplasmico [22, 37]. Il progressivo aumento delle
concentrazioni intracellulare di Ca?* ne amplifica gli
effetti devastanti determinando un circolo vizioso che
esita inevitabilmente nei meccanismi di apoptosi e
necrosi neuronale.

Nei neuroni I'afflusso unidirezionale di ioni
interferisce con i sistemi di rilascio dei neuromediatori
alivello del sinaptosomi corticali, efavorisce, in ultima
analisi, I’accumulo extracitosolico del glutammato [38].
Il glutammato, interagendo con i recettori NMDA,
contribuisceal’ ulteriore correnteintracellulare di Ca?*.

L'eccesso di glutammato puo, nelle cellule gliali
ancora funzionanti, interscambiarsi con la cisteina del
pool intracellulare, depauperando la riserva di anti-
ossidanti quali il glutatione, di cui la cisteina
componente essenziae [26].

Il danno perossidativo endoteliale hamolteplici effetti:
compromissione dell’ autoregolazione del flusso
cerebrale, aumento dell’ espressione di molecole
d adesione per i PMN, loro marginazione, accumulo e
attivazione intratissutale [39, 40]. Il burst leucocitario,
che in condizioni di infezione si rivela meccanismo
favorevole accelerando la clearance dei patogeni, in
corso di insulto ipossico-ischemico diventa sorgente
additiva di RL contribuendo all’ intensificazione del
danno cerebrale.

D’ dtraparte énoto cheleinfezioni neonatali precoci
(associate a coricamniositi) sono condizioni favorenti
la genesi dell’ encefalopatia ipossico-ischemica, sia
attraverso meccanismi diretti di processi flogistici vasco-
lari o polmonari, sia attraverso un’incrementata
produzionedi RL dapartedei polimorfonucleati attivati
dal gradiente locale di citochine [41-43]. Numerose
cellule del SNC, tra cui microglia, astrociti e neuroni,
sintetizzano e secernono in seguito a stimoli specifici e
aspecifici (ad esempio in caso di danno tissutale) I1L-18
e TNFa, citochine multifunzionali, direttamente
implicate nello sviluppo del sistema nervoso centrale e
nellapatogenesi del danno cerebral eipossico-ischemico
[44, 45].

Ruolo del ferrolibero

Elemento 26 nella tabella periodica, il ferro € indi-
spensabile per lacrescitaeil benessere di tutti gli orga-
nismi viventi [46]. E’ il metallo di transizione presente
in quantita maggiore nel cervello ed é essenziale per il
normale sviluppo neurologico del neonato [47]. L'es
senzialita del ferro dipende dal suo coinvolgimento in
un gran numero di processi metabolici quali reazioni di
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sintesi, detossificazione difese antibatteriche, trasporto
e utilizzazione dell’ ossigeno [48, 49]. E' stato infatti
dimostrato che la carenza di ferro durante i primi stadi
di sviluppo del sistema nervoso centrale si associa ad
alterazioni comportamentali, quali deficit della concen-
trazione e dellamemorizzazione mediati dall’ ippocampo
[50]. Lacarenzadi ferroin atri distretti influenza nega-
tivamente la produzione di energia cellulare con
compromissione della funzionalita dell’ organo interes-
sato [51]. Il ferro, perd, si comporta come una lama a
doppio taglio, potendo risultare altamente tossico quan-
do presentein elevate quantitae non legato alle proteine
[52]. In virtu della sua capacita di passare rapidamente
dallo stato ferroso allo stato ferrico (da Fe?* aFe?), a
seconda delle molecole con cui interagisce, il ferro di-
venta alternativamente ossidante o riducente [53]. La
sua azione tossica si esplica mediante la reazione di
Fenton, un processo di ossido riduzione in cui il ferro
ferroso reagisce con il perossido di idrogeno generando
radicale ossidrile, il piu potente agente ossidante di un
sistemabiologico [54]:

H,O, + Fe2* — Fe** + OH" + OH"

Normalmenteil ferro & sequestrato daproteinedi tra-
sporto, quali latransferrina (Tf) e lalattoferring, o im-
magazzinato in proteine di deposito quali la ferritinae
I’emosiderina[55]. Laceruloplasminaagiscein sinergia
con le proteine suddette, catalizzando I’ ossidazione dello
ione ferroso a meno reattivo ione ferrico, che si lega
alaTf [56]. E' noto che per essere redox-cicling attivo
il Fe deve essere rilasciato dalle proteine di deposito e
ridotto a Fe?*. Condizioni come acidosi, ischemia, so-
vraccarico di ferro, attivazione dell’ enzima emeos-
sigenasi, sono in grado di accelerare i processi di
decompartimentalizzazionedel Fe[57-59]. Dal momento
che il ferro non puod esistere nel plasma come ione, il
termineferrolibero é stato coniato ad indicareil ferroa
basso peso molecolare, privo di ata affinita di legame
con latransferrina, e debolmente legato a citrati, lattati,
fosfati, albumina o ad altre proteine plasmatiche [60,
61].

Il ferro pud essererilasciato all’ interno dell’ eritrocita
dall’ emogl obinacome effetto del danno ossidativo e pud
innescare la perossidazione lipidica anche in assenza di
HO", reagendo direttamente con gli acidi grassi della
membranacellulare[57, 62, 63]. L’ eritrocita puo essere
coinvolto direttamente nel danno cellulare mediato da
radicali liberi siacome bersaglio che come sorgente dei
RL. La predisposizione all’emolisi ossidativa
dell’ eritrocita del neonato e conosciuta da molto tempo
essendo stata osservata da quasi mezzo secolo la bassa
sogliadel globulo rosso del neonato alla formazione di
corpi di Heinz in incubazioni con farmaci e sostanze
ossidanti. Basso contenuto di vitamina E, ata percen-
tuale di acidi grassi insaturi di membrana e basse attivi-

ta enzimatiche antiossidanti avevano fatto ritenere la
membrana del GR peculiarmente vulnerabile alla
perossidazione lipidica mentre le pressioni parzidi di
ossigeno, piu elevate nel neonato rispetto a feto, e la
presenza di molecole di provenienza varia (tossine
batteriche, farmaci) erano state considerate fattori sca-
tenanti [64]. Indagini successive hanno dimostrato che
la patogenesi dello stress ossidativo eritrocitario coin-
volge la molecola dell’ emoglobina (ed in particolare
I’emoglobina fetale che piu facilmente rilascia super-
ossido) e le proteine di membrana prima ancora della
componente lipidica[65, 66].

Agenti ossidanti provocano una rapida deplezione
delle riserve di glutatione ed un aumento delle
concentrazioni citosoliche di ferro libero [62]. Recenti
indagini dimostrano chelo stress ossidativo eritrocitario
eancorapiu evidentein corso di ipossiaanalogamentea
guanto accade durante |’ incubazionedi eritrociti invitro
con sostanze ossidanti e quanto accade in vivo
nell’ eritrocitadel neonato gravemente asfittico [67, 68].
Precedenti nostri studi hanno segnalato che lo stress
ossidativo alla nascita induce rilascio di ferro libero
al’interno dell’ eritrocita e aumentata produzione di RL
nel plasma [27]. Gli idroperossidi totali e i prodotti
avanzati di ossidazione proteica sono piu elevati nel
plasmadei heonati ipossici rispetto ai neonati sani [28].
Tanto maggiore € I'ipossia, valutabile in termini di
diminuizione del pH ed aumento dell’ipoxantina, tanto
maggiori sonoi livelli di idroperossidi totali riscontrabili
nel plasmae le concentrazioni intragritrocitarie di ferro
libero.

L'eritrocita € uno scavenger di RL e lo stress
ossidativo pud conseguire al metabolismo intraeritro-
citario di xenobiotici, secondo il modello classico della
fenilidralazina, oppure puo avere origine da RL extra-
eritrocitari di variaprovenienza (ischemia-riperfusione,
burst leucocitario, metabolismo ossidativo fosfolipidico
e mitocondriale) [69, 70]. E' probabile, per quanto non
ancora dimostrato, che il ferro libero intraeritrocitario
sia responsabile della ridotta emivita del globulo rosso
e che |’ eritrocita possa essere insieme bersaglio dei RL
e possibile sorgente degli stessi in quanto fonte princi-
pale di ferro libero nell’ organismo [71]. La concentra-
zione intraeritrocitaria di ferro libero sembra pertanto
rappresentare un marker concreto dello stress ossidativo
dell’ eritrocita ed un indicatore del rischio di danno
ossidativo in altri tessuti.

Il neonato & estremamente suscettibile al danno
ossidativo indotto dal ferro libero per lafisiologica ca
renzadei sistemi antiossidanti alla nascita, per ladimi-
nuzione dei livelli di transferrinaormai gia saturata dal
ferro nel plasma e per le basse concentrazioni di
ceruloplasmina nel liquido cerebrospinale[72, 73].

Nel neonato, in corso di asfissia, all’ aumento del fer-
ro libero plasmatico ed intraeritrocitario pud seguire il
rilascio di ferro libero nel parenchima cerebrale acausa



del danneggiamento dellabarrieraemato-encefalica[74].
Addizionali sorgenti di Fe sono |’ aumentato catabolismo
dell’emeeladisfunzione del normaletrasporto assonae
di ferro cerebrale [75, 76].

Due ulteriori sorgenti di radicali dell’O, in corso di
ipossia sono il processo di fosforilazione ossidativa
mitocondriale e |’ attivazione dell’ enzima nitrossido
sintetasi (NOS).

Le specie reattive dell’O, sono continuativamente
generate all’interno dei mitocondri [77]. A livello della
catena respiratoria, |’ ossigeno viene ridotto ad H,O
dall’enzima citocromo ossidasi attraverso I'intermedia
produzione di anione superossido [78]. L' O*, s forma
nel corso delle operazioni del complesso | e Il della
catenarespiratoriamediantelaconversionedel coenzima
Q o ubiguinonein semiquinonein seguito allaperditadi
un elettrone[79, 80]. | mitocondri sono dotati di un effi-
ciente sistema antiossidante composto da superossido
dismutasi, glutatione perossidasi, glutatione reduttasi,
catalasi, NAD(P) transidrogenasi, vitaminaA e C, etiolo
perossidasi SP-22 [81-83]. Pertanto il radicale super-
ossido viene rapidamente dismutato ad acqua ossigena
ta[84]. Incondizioni di sovraproduzione o di deplezione
del sistema antiossidante, I'H,O, non viene eliminata
creando una situazione di stress mitocondriale in cui
I’H,O, accumulata reagisce con il Fe e produce il
metabolitaidrossiradicale altamente reattivo [85].

Danno mitocondriale

Diverse condizioni fisiologiche e patol ogiche posso-
no aterare la velocita basale di formazione di anione
superossido al’interno del mitocondrio. Una di queste
el’accumulo di calcio chedeterminail disaccoppiamento
della fosforilazione ossidativa con conseguente produ-
zione mitocondriale di radicali [86]. Nelle fasi precoci
dell’ipossia-ischemia il normale uptake del Ca nella
membrana interna del mitocondrio, peraltro necessario
per laregolazione degli enzimi piruvato deidrogenasi e
a-ossiglutarato deidrogenasi, aumenta favorendo alte-
razioni dellastrutturaedel potenziale di membrana, ini-
bizione dellasintes di ATP, disorganizzazione dellacate-
narespiratoria e generazione di radicali [87]. In condi-
zioni di diminuita disponibilitadi ossigeno a sito di ri-
duzione energetica ove € posta la citocromo ossidasi,
aumentano le forme ridotte degli enzimi componenti la
catenadi trasporto degli elettroni [88]. Uno di questi, la
forma ridotta dell’ ubiquinone, va incontro ad auto-
ossidazione producendo RL. | mitocondri sono partico-
larmente sensibili @ danno ipossico e svolgono un ruo-
lo centrale nei processi di apoptosi e necrosi [89]. Una
loro disfunzione porta d rilascio intracellulare di note-
voli quantita di Ca e di specie reattive dell’ ossigeno,
responsabili alorovoltadi ulterioredanno cellulare[87].
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Ruolo dell’ ossido nitrico

L’ ossido nitrico (NO) é un radicale libero sintetizza-
to dall’enzima nitrossido sintetasi (NOS) nelle cellule
endoteliali e neuronali in risposta all’incremento delle
concentrazioni intracellulari di Ca™ [90]. LaNOS for-
maNO, citrullinaed H,O, daarginina, NADPH e ossi-
geno [91]. Il NO reagisce con il radicale superossido e
genera perossinitrite, che spontaneamente si decompo-
ne aformare metaboliti altamente regttivi, quali il radi-
caeidrossile, il diossido d'azoto e il suo ione (NO,")
[92]. Attualmente si conoscono tre isoforme di NOS:
endoteliale (eNOS, Ca?*-dipendente, o NOS3),
neuronale-gliale (NNOS o NOS1) e inducibile (iNOS,
Ca?*-indipendente o0 NOS2) [93, 94]. L’ enzima & ubi-
quitario. L’ attivitadi tutte e tre le forme aumenta duran-
tel’ischemia lanNOS el’eNOS entro pochi minuti ela
iNOS dopo diverse ore[95]. Da momento chein corso
di ischemianon ¢’ édisponibilitadi ossigeno, il NO non
pud essere sintetizzato in questa fase nellaquale perd a
livello mitocondriale si generano una notevole quantita
di ioni superossido. Lariperfusione consente la produ-
zionedi NO il quale, reagendo con gli ioni superossidi,
conduce alla formazione del perossinitrito (ONOO),
mol ecolaa tamente instabile che spontaneamente s scin-
de nei radicali perossinitrile (NO*,) e idrossile (OH")
[96-98]. Il NO, interagisce con molte molecole biolo-
giche provocando perossidazionelipidicaenitrosilazione
di tirosina e cisteina su enzimi intracellulari [92, 99].
Un atro metabolitadel NO, potenzialmente nocivo, eil
nitrite cloruro (NO,CI), che si forma dalla reazione del
nitrite, un prodotto terminale del metabolismo dell’ os-
sido nitrico, con I'acido ipocloroso (HOCI), prodotto
dall’enzima mieloperos-sidasi dei neutrofili attivati
[100]. Studi sperimentali hanno dimostrato chel’inizia-
le effetto vasodilatatorio del NO con I’aumento della
perfusione cerebrale che segue all’ attivazione della
eNOS & neuroprotettivo ameno durante le prime due
oredell’insultoischemico[101]. Tuttavia, gli effetti glo-
bali e definitivi dell’ attivazione delle tre forme di NOS
in corso di ischemia rimangono deleteri per la cellula
[102].

Il danno cellulare

Durante lafase di ipossia-ischemiail deficit di O, e
di ATPinnesca gli eventi metabolici responsabili della
produzione di RL che procedono poi autonomamente
mediante reazioni di amplificazione. Nella fase di
riperfusione |’ endotelio danneggiato non garantisce
I"autoregolazione del flusso e i sistemi enzimatici
cellulari non riescono a produrre energia perché
ulteriormente compromessi dallamassiccia produzione
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di RL amplificata dalla maggiore disponibilita di O,.
Nelle ore che seguono al’ evento ipossico-ischemico
I"attivazione dei programmi di apoptosi cellulare pud
comportare la perdita degli elementi cellulari
apparentemente indenni [103].

| fattori che inducono apoptosi 0 morte cellulare
programmata dopo la sequenza ipossia-ischemia-
riperfusione sono noti solo in parte. Un ruolo di primo
piano é svolto dalle caspasi [104]. Membri di una
famigliadi cisteina-proteasi, le caspasi sono sintetizzate
e secrete come precursori inattivi [105]. L'evento
i possi co-ischemico eil conseguente danno mitocondriale
comportano la loro attivazione mediante una sequenza
di eventi a cascata [106]. E' possibile classificare le
caspasi in tre gruppi funzionali principali: caspasi di
regolazione (caspasi 2-8-9), caspasi effettrici (caspasi
3-6-7) caspasi pro-infiammatorie (caspasi -1 o
interleukin-1p-converting enzyme).

Le caspasi 3 e 9 sono direttamente coinvolte nei
meccanismi di apoptosi. L'aumento della permeabilita
delle membrane mitocondriali che consegue a danno
ossidativo favorisce I’inibizione del sistema antiapo-
ptotico Bcl-2 (proteinaassociataallamembranaesterna)
e la traslocazione citosolica di acuni sistemi proteici
normal mente segregati nell’ ambiente mitocondriale: la
proteina Bax, il citocromo c, il fattore Apaf-1 e
I"apoptosis inducing factor (AIF) [86, 103, 107]. Nel
citoplasma la formazione del complesso trimolecolare
citocromo c-Apaf-1-caspasi 9 €1’ elemento critico per la
conversionedellacaspas 3informaattiva. Quest’ ultima
riconosce almeno tre substrati intracellulari: la ADP-
riboso-polimerasi (PARP), I'inhibitor of caspase-
activated Dnase (ICAD/DFF) elafodrina[108-111]. Il
ruolo dellaPARPnel processo di apoptosi € controverso
[112,113]. L’ enzimaédeputato alariparazione del DNA
danneggiato, ma la reazione avviene a spese delle gia
scarse riserve di NAD™ e di ATP in corso di ischemia
[97]. La PARP ¢ attivata dall’ interazione dei RL con i
gruppi eettrofili della catena del DNA. La caspas ne
determina il clivaggio e I'inattivazione. L'lCAD & un
enzima responsabile dei fenomeni di frammentazione
del DNA nucleosomale e di condensazione della
cromatina caratteristici del processo di apoptosi [110].

Lafodrinaéun componente chiave del citoscheletro,
ovvero unaproteinaspectrina-simile non eritrocitariache
legal’ actina cellulare [111]. Il processo di apoptosi ha
la caratteristica di essere energeticamente dispendioso
perché richiede una vivace neosintesi proteica e la
caspasi 3 € un sistema prezioso per portare a termine
I’intero processo. Essa infatti proteolizza i propri
substrati determinando il blocco della PARP a fine di
preservare le molecole di ATPrichieste dal processo di
apoptosi, il danneggiamento del citoscheletro tramitela
degradazione dellafodrinaelaframmentazionedel DNA
che andrairrimediabilmente perduto.

Conclusioni

Lerelazioni che intercorrono traproduzione di FR e
danno cerebrale nel periodo perinatale sono molto
complesse. L' origine dei FR évariae sembradipendere
sia da alterazioni del metabolismo purinico, fosfo-
lipidico, mitocondriale, sia dalla reazione di Fenton e
dall’ attivazione fagocitaria in corso di ipossia e/o di
ischemia-riperfusione. Altrevieimportanti che possono
condizionare il rilascio di FR comprendono la
degradazione di acuni enzimi proteici o’ attivazione di
altri quali laxantinaossidasi, lanitrossido sintetasi ele
prostaciclin-sintetasi. Ciascuna delle molecole reattive
prodotte daquesti differenti meccanismi contribuiscein
modo peculiare alla patogenesi del danno cerebrale
perinatal e, maciascun meccanismo € solo uno dei fattori
coinvolti. La molteplicita dei processi implicati nella
cascata 0ssi dativa suggerisce che sol o terapie combinate
che agiscano in sinergiacontro bersagli multipli possono
costituire nuove strategie per la prevenzione del danno
cerebrale nel neonato clinicamente compromesso.

Lavoro presentato su invito.
Accettato il 19 luglio 2001.
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