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Introduzione 

 

L'Aterosclerosi è tra i principali fattori di rischio di patologie che affliggono il sistema 

cardiovascolare, come l'infarto e l'ictus, che ad oggi rappresentano alcune delle più comuni 

cause di morte nel mondo occidentale, destinate a diventare nel tempo uno dei problemi più 

significativi per la salute. Per questo la comprensione di meccanismi alla base dell’insorgenza 

e progressione della patologia aterosclerotica sono fondamentali per lo sviluppo di possibili 

target terapeutici.  

La definizione dell’aterosclerosi è abbastanza complessa essendo essa una patologia 

multifattoriale. In generale, è definita come una patologia infiammatoria cronica caratterizzata 

dall'accumulo di colesterolo, lipidi e matrice connettivale che si verifica in seguito a danno 

endoteliale, a livello della tonaca intima della parete delle arterie di grande e medio calibro di 

tipo elastico, quali aorta, carotide, coronarie ed arterie cerebrali. Solo negli ultimi anni è 

emerso il ruolo chiave del sistema immunitario nella patogenesi e nel decorso 

dell’aterosclerosi e come questo sia in grado di orientare la progressione del processo 

aterosclerotico verso la formazione di placche stabili o instabili, andando quindi ad 

influenzare la vulnerabilità della stessa, oppure orientare il processo di degradazione della 

parete arteriosa che inizia nella tonaca intima e si propaga fino alla tonaca media causando la 

dissecazione. 

Le principali cellule del sistema immunitario coinvolte sono i monociti-macrofagi e linfociti T 

che si accumulano a livello della placca aterosclerotica. La migrazione e infiltrazione di 

queste cellule causa un ispessimento della tonaca intima con conseguente diminuzione del 

calibro del vaso e riduzione dell'apporto di sangue, e quindi di ossigeno, ai tessuti a valle. 

L’infiltrazione leucocitaria induce così una risposta infiammatoria che, se non viene risolta, 

diventa cronica e porta alla rottura della placca, alla formazione di un trombo e all'ischemia 

dell'organo interessato. È importante notare che la risposta immunitaria attivata comprende sia 

cellule dell’immunità innata che si attiva per prima, che di quella adattativa che è più tardiva.  

Diversi studi sono stati effettuati e sono in corso sulle componenti cellulari del sistema 

immunitario coinvolte nella patogenesi e nel decorso dell'aterosclerosi. Infatti, l’alterazione 

dei livelli delle sottopopolazioni monocitarie è associata all’insorgenza di diverse patologie 

cardiovascolari come l’aterosclerosi e l'equilibrio tra attivazione ed inibizione dei subsets 

monocitari con attività infiammatorie opposte regola la progressione della lesione 
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aterosclerotica verso una placca stabile o instabile. In particolare, i monociti CD16+ svolgono 

un’attività prettamente pro-infiammatoria e sono correlati ad un aumento del rischio di 

sviluppare eventi cardiovascolari (Yamamoto H et al. 2018). I monociti circolanti migrano a 

livello della lesione aterosclerotica, differenziano in macrofagi e rilasciano citochine e 

chemochine che richiamano ed attivano i linfociti nel sito dell’infiammazione. 

Inizialmente un ruolo chiave è stato attribuito ai linfociti T helper 1 (Th1) e 2 (Th2): i linfociti 

Th1 producono le citochine pro-infiammatorie IFN-γ e TNF-α che alimentano il processo 

aterosclerotico, mentre i linfociti Th2 producono IL-4 e IL-10 che invece lo inibiscono 

(Cheng X. Et al. 2008). Recentemente, è emerso che altre popolazioni linfocitarie sono 

coinvolte nel processo aterosclerotico; tra queste sembrano svolgere un ruolo cruciale i 

linfociti Th17 e i linfociti Treg.  I linfociti Th17 secernono IL-17, una citochina con attività 

pro-infiammatoria e promuovono l'aterogenesi, mentre i linfociti Treg secernono citochine 

anti-infiammatorie, come IL-10, ed hanno un effetto protettivo sulla progressione della 

lesione (Zhen-Dong Liu et al. 2012). Molto interessante è stata la scoperta che alterazioni nel 

rapporto dei subsets monocitari e di alcune popolazioni linfocitarie possono essere alla base di 

diverse patologie infiammatorie, tra cui l’aterosclerosi appunto, ed essere considerate marker 

di riferimento per individuare e prevenire le deleterie conseguenze della patologia 

aterosclerotica stessa (Zhen-Dong Liu et al. 2012). 
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Capitolo I 

L'Aterosclerosi 

 

1.L'eziologia dell'Aterosclerosi e i principali fattori di rischio 

L’aterosclerosi è una malattia multifattoriale e, nonostante non sia mai stata identificata 

un’unica causa scatenante la patologia, sicuramente è chiaro che le condizioni e le abitudini di 

vita aumentano significativamente la probabilità di svilupparla. Numerosi sono i fattori di 

rischio individuati e che possono essere suddivisi in acquisiti e costituzionali. Tra i fattori di 

rischio acquisiti, i principali sono l'ipercolesterolemia e l'ipertensione arteriosa. 

L'ipercolesterolemia, un'elevata concentrazione di colesterolo e lipoproteine a bassa densità 

(LDL) nel sangue, è dovuta principalmente ad una dieta troppo ricca di grassi oppure ad un 

difetto ereditario, noto come l'ipercolesterolemia familiare. A tale proposito Guardamagna O. 

e collaboratori (Guardamagna O. et al. 2009)  hanno dimostrato che in bambini affetti da 

ipercolesterolemia familiare lo spessore della tonaca intima e media dell'arteria carotidea 

(IMT) è maggiore rispetto a quello di un bambino sano; inoltre è stato evidenziato che nei 

bambini malati le piastrine e le cellule endoteliali durante il processo infiammatorio 

esprimono un marker di attivazione sulla loro superficie, la P-selectina. 

La pressione arteriosa è la forza esercitata dal sangue contro la parete delle arterie. Si 

definisce ipertensione la condizione in cui la pressione è costantemente superiore a 90/140 

mmHg. Essa causa la riduzione della sintesi di ossido nitrico (NO), un potente vasodilatatore 

prodotto dalle cellule endoteliali, mediante l'inibizione dell’enzima NO sintetasi endoteliale 

(eNOS), e l'aumento della sua degradazione, determinando una sovrapproduzione di radicali 

liberi dell’ossigeno mediante meccanismi enzimatici, quali l’attivazione della protein chinasi 

C (PKC) e della NADPH ossidasi (nicotinamide adenin dinucleotide fosfato ridotta) 

(Nishikawa T. et al. 2000). 

Non meno importante è il diabete mellito di tipo I, una patologia autoimmune in cui il sistema 

immunitario attacca e distrugge le cellule beta delle isole di Langherans del pancreas che 

normalmente producono insulina. L'insulina è un ormone che stimola l'entrata di glucosio dal 

torrente sanguigno nelle cellule dei tessuti dove viene utilizzato per il metabolismo cellulare. 

La mancanza di insulina provoca l'iperglicemia, un'elevata concentrazione ematica di 

glucosio, che causa a sua volta la diminuzione della sintesi di NO da parte delle cellule 

endoteliali. Ciò porta ad un aumento di radicali liberi dell'ossigeno attraverso meccanismi non 
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enzimatici di stress ossidativo e, in particolare, favorisce la produzione di prodotti terminali 

della glicosilazione avanzata (advanced glycation end-products, AGE) (Tan KC et al. 2002). 

Questi ultimi sono complessi macromolecolari proteici (ad esempio l’emoglobina glicosilata) 

ma anche lipidici, per i quali le cellule possiedono specifici recettori. L’interazione tra AGE e 

i loro recettori stimola la produzione di citochine proinfiammatorie, contribuisce alla 

disfunzione endoteliale e determina l’espressione di molecole di adesione leucocitaria 

implicate nell’aterogenesi (Brownlee M. et al. 2000). 

Anche il fumo di sigaretta inibisce la produzione di NO, provoca l'aumento dei livelli di 

colesterolo, della pressione sanguigna e dello stato infiammatorio a livello vascolare (Mariann 

R. Piano et al. 2010). 

Infine, l'obesità e la mancanza di attività fisica contribuiscono all'insorgenza 

dell'ipercolesterolemia. 

I fattori di rischio costituzionali sono l'età, il sesso, la razza e la familiarità. 

Il rischio di sviluppare l’aterosclerosi aumenta con l’età in quanto la placca si sviluppa 

lentamente nel tempo ed in età avanzata può aver raggiunto un volume tale da provocare segni 

o sintomi clinici. In particolare, negli uomini il rischio aumenta dopo 45 anni, mentre nelle 

donne dopo i 55 anni. 

La popolazione occidentale, a causa di una dieta molto più ricca di grassi, risulta 

maggiormente predisposta allo sviluppo della malattia aterosclerotica. 

Infine, il rischio di insorgenza di aterosclerosi aumenta se ad un familiare è stata diagnosticata 

una malattia cardiovascolare prima dei 60 anni di età. 

 

 

2. Le arterie da un punto di vista microscopico 

L’apparato cardiocircolatorio media il movimento di tutti i fluidi del corpo; le sue principali 

funzioni sono il trasporto di ossigeno e sostanze nutritive ai tessuti e il trasporto di anidride 

carbonica e prodotti di scarto del metabolismo cellulare fuori dai essi. Il sistema circolatorio è 

anche coinvolto nella termoregolazione e nel trasporto di molecole, tra cui gli ormoni, e di 

cellule, ad esempio quelle del sistema immunitario.  

Il sistema circolatorio comprende due componenti funzionali: il sistema vascolare ematico e il 

sistema vascolare linfatico. 

Il sistema vascolare ematico è costituito da un sistema di vasi attraverso i quali il sangue 
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circola spinto dalla contrazione cardiaca. Il sistema arterioso comprende una fitta rete di vasi 

di diametro via via decrescente che portano sangue ossigenato fino ai capillari, i principali siti 

di scambio tra i tessuti ed il sangue. Il sistema venoso riporta il sangue ricco di anidride 

carbonica dai capillari al cuore. Il sistema linfatico, invece, è semplicemente un sistema di 

drenaggio passivo che permette il ritorno al circolo ematico del fluido extravascolare in 

eccesso, la linfa. 

I vasi hanno una struttura di base comune (Figura 1.1); a partire dal lume del vaso presenta: 

 tonaca intima, formata dall'endotelio, sostenuto da una membrana basale e da tessuto 

connettivo; 

 tonaca media, uno strato intermedio formato da tessuto muscolare liscio; 

 tonaca avventizia, uno strato di tessuto connettivale esterno. 

 

L'endotelio forma il rivestimento interno dei vasi ed è formato da un singolo strato di cellule 

epiteliali di forma allungata ed estremamente appiattite caratterizzate dalla presenza di 

complessi giunzionali tra cellule vicine.  

 

Le cellule endoteliali svolgono diverse funzioni: 

 mantenimento della barriera di permeabilità; 

 regolazione del flusso ematico attraverso la produzione di fattori vasodilatatori come 

l'ossido nitrico (NO), e fattori vasocostrittori come l'endotelina; 

Figura 1.1 Struttura base dei vasi 
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 sintesi e secrezione di molecole anticoagulanti e antitrombotiche come prostaciclina, 

molecole analoghe all'eparina e attivatori del plasminogeno; 

 sintesi e secrezione di molecole che promuovono la coagulazione del sangue come il 

fattore VIII (fattore di von Willebrand) e l'inibitore del fattore di attivazione del 

plasminogeno; 

 produzione di mediatori dell'infiammazione come citochine, chemochine e molecole 

per l'adesione cellulare; 

 produzione di fattori di crescita come FGF (fattore di crescita dei fibroblasti), PDGF 

(fattore di crescita derivato dalle piastrine) e GM-CSF (fattore di crescita dei 

granulociti e dei macrofagi). 

Il sistema arterioso distribuisce il sangue dal cuore ai capillari in tutto l'organismo. L'azione 

ciclica del cuore determina nel sistema arterioso un flusso pulsante. Ad ogni contrazione dei 

ventricoli (sistole), il sangue viene spinto nel sistema arterioso e causa l'espansione delle 

pareti arteriose; il successivo ritorno elastico della parete arteriosa permette il mantenimento 

della pressione arteriosa nel periodo che intercorre tra due contrazioni successive (diastole). 

L'espansione ed il ritorno elastico sono facilitati dalla presenza di tessuto elastico nelle pareti 

del sistema arterioso. Il flusso di sangue verso i vari organi può essere regolato variando il 

diametro dei vasi. Questa funzione è svolta dalla componente muscolare liscia della parete 

vasale ed è, principalmente, sotto controllo del sistema nervoso simpatico e degli ormoni 

prodotti dalla midollare del surrene. 

Sebbene le pareti delle arterie presentino una struttura generale comune, sono caratterizzate 

dalla presenza di quantità variabili di fibre elastiche e da uno strato di muscolatura liscia che è 

spesso in relazione al diametro del lume.  

I tre tipi principali di vasi del sistema arterioso sono: 

 arterie elastiche che comprendono i vasi di distribuzione come l'aorta, l'anonima, la 

carotide comune, la succlavia e la maggior parte dei vasi polmonari; 

 arterie muscolari che sono le principali ramificazioni del del sistema arterioso come 

le arterie femorali, le arterie cerebrali e le coronarie; 

 arteriole, le ramificazioni terminali che alimentano i capillari. 

La quantità di tessuto elastico diminuisce e la componente muscolare aumenta man mano che 

il vaso diventa più piccolo (Young Barbara, Heath John W., Wheater, Istologia e anatomia 

microscopica. 2001). 
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3. Patogenesi e decorso dell'Aterosclerosi 

La patogenesi e il decorso della malattia aterosclerotica sono caratterizzati da diverse fasi 

(Figura 1.2). Il primo evento è il danno endoteliale: l'endotelio normalmente ha azione 

antitrombotica e regola il tono vasale e il diametro del lume attraverso la secrezione di 

vasocostrittori, vasodilatatori e inibenti l'azione piastrinica. Tale disfunzione endoteliale è 

dovuta non solo ai diversi fattori di rischio, ma anche alle forze meccaniche a cui è sottoposto 

l'endotelio, come lo shear stress (stress da attrito) e l'ipertensione, che svolgono un ruolo 

particolarmente importante.  

 

 

La principale sede di formazione delle placche aterosclerotiche è rappresentata dalle 

biforcazioni delle arterie dove il flusso sanguigno da laminare diventa turbolento, causando un 

maggiore attrito sulla parete che danneggia l'endotelio innescando il processo di formazione 

della placca. Tale lesione provoca un'alterazione funzionale dell'endotelio che aumenta la sua 

permeabilità favorendo l'accumulo di colesterolo, lipidi e cellule del sistema immunitario. 

La prima lesione visibile nello sviluppo dell'aterosclerosi è la stria lipidica (fatty streak). Il 

colesterolo è un lipide appartenente alla famiglia degli steroli ed è uno dei principali 

componenti delle membrane plasmatiche animali. Introdotto con la dieta e prodotto a livello 

del fegato, poiché lipofilo, viene trasportato in circolo tramite proteine (le apolipoproteine) 

con le quali forma complessi lipoproteici, tra cui: 

 Chilomicroni: trasportano colesterolo e trigliceridi introdotti con la dieta dall'intestino 

ai tessuti; 

Figura 1.2 Fasi del processo aterosclerotico. 
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 VLDL (very low density lipoprotein): trasportano colesterolo e trigliceridi dal fegato 

ai tessuti; 

 LDL (low density lipoprotein): trasportano trigliceridi ma sono ricche soprattutto di 

colesterolo (detto colesterolo cattivo) e trasportano dal fegato ai tessuti; 

 HDL (hight density lipoprotein): trasportano trigliceridi ma sono ricche soprattutto di 

colesterolo (detto colesterolo buono) e trasportano dai tessuti al fegato dove viene 

eliminato. 

 

Un eccesso di colesterolo in circolo provoca l'accumulo di LDL a livello della parete dei vasi 

dove vengono ossidate (ox-LDL). L'apolipoproteina B (ApoB) rappresenta la componente 

proteica delle LDL ed è fondamentale per il loro metabolismo, assemblaggio e secrezione e 

funge, inoltre, da ligando dei recettori delle LDL situati sulle cellule di numerosi tessuti.  

I monociti presenti nel torrente circolatorio migrano a livello della lesione, attraversano 

l'endotelio fino alla tonaca intima del vaso, differenziano in macrofagi ed iniziano a fagocitare 

le LDL ossidate; tali cellule sono dette cellule schiumose. L'accumulo di cellule schiumose 

ricche di lipidi a livello intracellulare forma la stria lipidica che causa un ispessimento della 

tonaca intima del vaso. 

Le cellule schiumose rilasciano metalloproteasi, citochine, chemochine e fattori di crescita 

che richiamano altri componenti del sistema immunitario come i linfociti T dal torrente 

sanguigno e cellule muscolari lisce dalla tonaca media. L'ulteriore accumulo di lipidi e cellule 

causa un aumento di volume con formazione dell'ateroma. 

Le cellule muscolari migrano e proliferano a livello dell'intima, dove successivamente 

assumono un fenotipo fibroblastoide e insieme ai fibroblasti residenti, producono componenti 

della matrice extracellulare formando una capsula fibrosa che circonda l'ateroma. Quando 

l'accrescimento è massimo si ha la formazione della placca aterosclerotica stabile. 

Tale aumento di volume della placca causa la stenosi del vaso, cioè un restringimento del 

diametro del lume con conseguente diminuzione dell'apporto di sangue ai tessuti a valle. La 

placca cresce a discapito del lume dell'arteria causando un aumento della turbolenza del flusso 

sanguigno ed un conseguente aumento dello shear stress sulla parete del vaso; l'endotelio 

sottoposto ad uno stimolo aggiuntivo, prolifera ulteriormente ed incrementa l'accrescimento 

della placca aterosclerotica stessa. 

Si definisce stenosi emodinamicamente efficiente quella che supera il 70% del lume del vaso 
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e causa una caduta del flusso a valle. 

La stenosi parziale del vaso può aumentare fino all'occlusione. Questo avviene quando si ha la 

rottura della capsula fibrosa, che può avvenire per ulcerazione oppure a causa di un'emorragia 

interna della placca (Figura 1.3). Al suo interno, infatti, vi è neo-angiogenesi per permettere 

la sopravvivenza della componente cellulare; se vi è un aumento eccessivo del volume ed 

un'eccessiva vascolarizzazione, si può verificare un'emorragia interna della placca con 

conseguente rottura della capsula fibrosa.  

 

 

 

 

L’evoluzione della placca in un fenotipo stabile o complicato dipende dal grado di 

rimodellamento della matrice extracellulare. I macrofagi ed i linfociti T che popolano la 

placca rilasciano diverse Metalloproteasi (MMP) che degradano la matrice destabilizzando la 

placca. Taurino e collaboratori (Taurino M. et al. 2008) hanno valutato il ruolo MMP-9 e 

MMP-2 e dell'inibitore tissutale delle MMP (TIMP)-2 in pazienti con stenosi carotidea e 

sottoposti a tromboendoarteriectomia carotidea (TEA) (Figura 1.4). Da questo studio è 

emerso che la concentrazione plasmatica di MMP-9 era maggiore nei pazienti con stenosi 

rispetto a pazienti sani prima di essere sottoposti a TEA. In particolare, la concentrazione 

plasmatica di MMP-9 è risultata più elevata nei pazienti sintomatici e con danni cerebrali 

rispetto ai pazienti asintomatici. Un mese dopo l'intervento chirurgico la concentrazione 

plasmatica di MMP-9 è drasticamente diminuita nel 93,4% dei pazienti fino ad un valore 

inferiore rispetto alla concentrazione pre-operatoria. Per quanto riguarda la MMP-2, la sua 

concentrazione è risultata maggiore nei pazienti sottoposti a TEA rispetto ai pazienti sani, ma 

Figura 1.3 a) Placca ulcerata. b) Emorragia intraplacca. 
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è aumentata drasticamente un mese dopo l'intervento. I livelli di TIMP-2, invece, non hanno 

subito variazioni.  

 

 

 

I dati ottenuti da tale studio suggeriscono che la MMP-9 possa essere direttamente coinvolta 

nel processo di rottura della placca aterosclerotica, ipotizzando, inoltre, un suo utilizzo come 

marker sierologico non invasivo per individuare pazienti ad alto rischio di eventi ischemici 

cerebrali. 

La destabilizzazione alla formazione di una placca complicata: il suo contenuto viene 

riversato nel lume del vaso causando l'attivazione delle piastrine e dei processi di 

coagulazione con conseguente formazione di un trombo che può occludere completamente il 

vaso causando l'ischemia del tessuto a valle. 

Tale risentimento clinico può non presentarsi se, contemporaneamente alla crescita della 

placca aterosclerotica, vi è stato lo sviluppo di circoli collaterali: la stenosi di un’arteria di 

conduzione induce una caduta di pressione nel letto vascolare post-stenotico dovuta alla 

differenza pressoria attraverso la stenosi ed alla vasodilatazione compensatoria delle arteriole 

post-stenotiche. La pressione negli adiacenti letti vascolari perfusi da arterie non stenotiche 

rimane invariata e, quindi, si sviluppa un gradiente pressorio lungo i piccoli vasi collaterali 

preesistenti che collegano i territori vascolari non colpiti e quelli post-stenotici. Questo 

gradiente di pressione aumenta il flusso attraverso i vasi collaterali stimolando l'arteriogenesi. 

Le cellule endoteliali, le cellule della muscolatura liscia e i monociti circolanti sono i 

Figura 1.4 Immunofluorescenza della placca aterosclerotica carotidea. Sono 

marcati in blu i macrofagi ed in verde le metalloproteasi-9 (MMP9). 
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responsabili del processo di formazione delle nuove arterie; l'aumento dell'esposizione di 

molecole di adesione come ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) sulle cellule 

endoteliali che favorisce l’invasione delle cellule mononucleate circolanti nel tessuto 

perivascolare delle arterie collaterali, e la concomitante proliferazione delle cellule muscolari 

lisce e delle cellule dell’avventizia nella parete vasale rappresentano un passaggio essenziale 

per l'arteriogenesi (Hoefer Ie et al. 2005). 

Questo si manifesta se la crescita della placca avviene lentamente dando al circolo collaterale 

il tempo necessario per svilupparsi. Se l'occlusione, invece, è acuta come ad esempio a causa 

di un embolo, si avrà un risentimento clinico importante con conseguente ischemia del tessuto 

a valle che non riceverà più improvvisamente l'apporto di sangue necessario. 

 

 

4. L’American Heart Association (AHA) classifica le lesioni aterosclerotiche 

Le lesioni aterosclerotiche più precoci si possono trovare già nei bambini e nei lattanti mentre 

le placche più avanzate compaiono in genere all’inizio dell’età adulta. La stadiazione delle 

lesioni aterosclerotiche è stata inizialmente effettuata mediante l’osservazione macroscopica, 

utilizzando termini descrittivi come stria lipidica, placca ateromatosa, fibrosa o rotta. Poiché 

la terminologia variava da studio a studio, il confronto dei dati era impossibile.  

Nel 1994-1995 il comitato scientifico dell’American Heart Association (AHA) ha diffuso la 

definizione di un sistema di stadiazione numerico attualmente utilizzato in maniera universale 

(Stary HC et al. 1994, Stary HC et al. 1995). Questa classificazione è basata sull’analisi 

istologica della placca nel punto di massima estensione. Le caratteristiche peculiari di ogni 

stadio sono riportate di seguito e sono rappresentate graficamente nella Tabella 1.1 e nella 

Figura 1.5.  

Le lesioni I, II e III sono lesioni iniziali, precursori silenti delle lesioni avanzate (IV, V e VI) 

da cui originano gli eventi clinici. Nelle prime tre decadi di vita la composizione delle lesioni 

è prevalentemente lipidica e lo stadio è normalmente tra I e III; dopo questo periodo 

l’evoluzione della placca diviene imprevedibile (stadio IV-VI). La formazione delle lesioni 

dell’intima dell’aorta e delle arterie coronarie tipicamente subisce un’accelerazione a 25-30 

anni per gli uomini e a 40-45 anni per le donne.  
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Stadio I: le lesioni silenti appartenenti al tipo I presentano un ispessimento definito “adattivo” 

poiché è considerato la risposta fisiologica dell’arteria agli insulti del flusso ematico. Queste 

lesioni sono tipiche dei neonati e dei bambini e sono presenti negli adulti nelle porzioni delle 

arterie meno suscettibili alle lesioni. Sono costituite da depositi lipidici rilevabili solo al 

microscopio elettronico.  

 

Stadio II: le lesioni di II° tipo sono tipiche della pubertà e sono correlate alle concentrazioni 

plasmatiche di colesterolo. Sono costituite da macrofagi con inclusioni lipidiche (cellule 

schiumose) e linfociti T, disposti in strie di colore giallo grossolanamente individuabili sulla 

superficie dell’intima.  

 

Stadio III: le lesioni di III° tipo, dette lesioni intermedie, transizionali o preateromi, sono 

tipiche degli adulti di giovane età. Oltre alle cellule schiumose, sono presenti accumuli lipidici 

extracellulari.  

 

Stadio IV: le lesioni avanzate di IV° tipo presentano un ulteriore deposizione e confluenza dei 

lipidi extracellulari con formazione di un “core lipidico” (ateroma).  

 

Stadio V: le lesioni di V° tipo sono caratterizzate dalla formazione di tessuto fibroso e sono 

Tabella 1.1 Classificazione delle lesioni aterosclerotiche. 
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distinguibili in tre sottoclassi:  

 Va costituite da fibroateroma con prevalenza di core lipidico;  

 Vb (anche indicato come stadio VII) formate da fibroateroma con calcificazioni;  

 Vc (anche indicato come stadio VIII) prevalentemente fibrose con core lipidico quasi 

assente.  

 

Stadio VI: le lesioni di VI° tipo sono definite complicate, in quanto sono quelle che 

più facilmente generano manifestazioni cliniche croniche o acute. Sono frequenti nella quarta 

decade di vita e si distinguono nei seguenti sottotipi: 

 VIa caratterizzate da ulcerazioni della superficie endoteliale;  

 VIb con presenza di ematoma o emorragia nei vasi interni alla lesione;  

 VIc con trombi; 

 VIabc con presenza di tutte le alterazioni suddette.  

Figura 1.5 Classificazione delle lesioni aterosclerotiche basata sull’analisi istologica della 

placca nel punto di massima estensione secondo il comitato scientifico dell’American Heart 

Association (AHA). 



17 

 

5. La fisiopatologia dell'Aterosclerosi e le sue manifestazioni cliniche 

Le principali manifestazioni cliniche associate alla presenza di placche aterosclerotiche sono 

l'insufficienza cerebrovascolare, l'infarto del miocardio e le arteriopatie obliteranti croniche 

degli arti inferiori. 

Per insufficienza cerebrovascolare si intende un insufficiente apporto di ossigeno ai tessuti 

cerebrali che possono andare in sofferenza. È una delle principali cause di morte e la 

principale causa di disabilità adulta nei paesi sviluppati. Circa l'85% degli ictus cerebrali sono 

di natura ischemica e sono dovuti all'occlusione di un'arteria cerebrale o alla formazione di un 

trombo in seguito ad ulcerazione di una placca aterosclerotica a livello dell'arteria carotidea; 

oppure possono essere inoltre causati da un embolo che parte dal cuore e da vasi sia extra che 

intra-cranici e che procedendo verso la periferia dell'albero arterioso può occludere le arterie 

terminali del cervello. 

Il Poligono di Willis è un circolo anastomotico di arterie posizionato alla base del cranio. 

 

 

 

 

I vasi afferenti al Poligono sono i vasi epiaortici che nascono dall'arco aortico. Dall'arco 

aortico originano: da destra il tronco anonimo (o arteria anonima o tronco brachiocefalico) 

che subito si divide in due grandi vasi, l'arteria succlavia di destra e la carotide comune di 

destra; da sinistra originano invece separatamente l'arteria succlavia di sinistra e la carotide 

comune di sinistra. Dall'arteria succlavia di destra e di sinistra originano le due arterie 

vertebrali mentre dalla carotide comune di destra e di sinistra originano le due carotidi interne. 

Figura 1.6 Poligono di Willis correttamente sviluppato a 

sinistra e non correttamente sviluppato a destra. 
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Queste arterie si riuniscono formando il Poligono di Willis. Le arterie efferenti del Poligono 

invece sono le due arterie cerebrali anteriori, due arterie cerebrali medie e due arterie cerebrali 

posteriori. Tra le due arterie cerebrali anteriori è presente l'arteria comunicante anteriore 

mentre tra le arterie cerebrali anteriore e posteriore di destra e di sinistra è presente 

rispettivamente l'arteria comunicante posteriore di destra e di sinistra. Queste arterie sono 

organizzate a formare un ettagono che si occupa di distribuire in modo costante ed uniforme il 

sangue al cervello che necessita di 50ml per 100g di sangue al minuto. Se vi giunge una 

quantità di sangue inferiore, il tessuto cerebrale va in sofferenza e si sviluppa un ictus.  

Solo il 50% delle persone risulta avere un Poligono di Willis correttamente sviluppato mentre 

il restante 50% manca di alcune arterie comunicanti (Figura 1.6).  

In presenza di un'ostruzione della carotide interna di destra a causa della formazione di un 

trombo a livello di una placca aterosclerotica posizionata sulla biforcazione carotidea, in un 

soggetto con il  Poligono di Willis correttamente sviluppato non si avrà nessun risentimento 

clinico e nessun disturbo emodinamico in quanto il sangue giungerà comunque al cervello 

attraverso la carotide interna di sinistra e ridistribuito nel Poligono; in un soggetto, invece, 

con un  Poligono di Willis non correttamente sviluppato questo meccanismo compensatorio 

viene a mancare con conseguente ischemia cerebrale. 

 

 

Anche un soggetto con il Poligono di Willis correttamente sviluppato può andare, però, subire 

ischemia attraverso un meccanismo trombo-embolico: una piccola parte dell'ateroma può 

Figura 1.7 Meccanismo trombo-embolico: ischemia 

cerebrale dovuta al distacco di un embolo dalla placca 

aterosclerotica carotidea ed alla sua migrazione fino ad 

un'arteria terminale del cervello. 
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staccarsi, attraversare tutto il Poligono di Willis ed andare ad occludere un'arteria terminale 

del cervello (Figura 1.7). 

Un risentimento clinico molto importante dovuto ad un meccanismo trombo-embolico è 

l'attacco ischemico transitorio (TIA): un coagulo fresco di piccole o piccolissime dimensioni 

che si forma a livello della placca aterosclerotica carotidea può migrare ed andare a 

depositarsi nelle arterie cerebrali causando un'ischemia temporanea della parte del cervello 

irrorata da tale arteria che si manifesta con un deficit delle funzioni controllate dell'area 

interessata. Il coagulo fresco, tuttavia, poiché si deposita sull'endotelio intatto e funzionante, 

grazie alla attività anti-trombotica ed anti-coagulante di quest’ultimo, verrà sciolto per 

trombolisi spontanea con conseguente scomparsa della manifestazione clinica. 

La conseguenza principale dell'ischemia è la morte delle cellule cerebrali. Questa viene 

innescata da un aumento di calcio a livello citoplasmatico con conseguente danno ossidativo 

ed alterazione funzionale dei mitocondri; ciò attiva diversi pathway di morte cellulare. In tale 

condizione i mitocondri vanno incontro a rigonfiamento ed a perdita dell'integrità della loro 

membrana con conseguente morte cellulare per necrosi (Gibson CL. et al. 2013). In un recente 

lavoro è stato dimostrato che le vie di morte cellulare attivate in cervelli ischemici di maschi e 

femmine sono diverse: nelle femmine viene attivata la via apoptotica caspasi-dipendente 

mentre nei maschi viene attivata quella caspasi-indipendente. In questo studio è stata indotta 

un'occlusione reversibile di un'arteria cerebrale (MCAO) a topi sia di sesso maschile che 

femminile; in seguito è stato somministrato un inibitore delle caspasi e dopo 48 ore sono stati 

analizzati i livelli della caspasi-8, del citocromo-c (coinvolti nella via apoptotica caspasi-

dipendente) e di AIF (apoptosys-inducing factor, coinvolto nella via apoptotica caspasi-

indipendente). In entrambi è stato evidenziato un aumento della caspasi-8 e del citocromo c 

subito dopo l'induzione del MCAO e la loro diminuzione nelle femmine in seguito alla 

somministrazione dell'inibitore delle caspasi; il fattore AIF, invece, in entrambi non risulta 

alterato. Ciò dimostra che l'inibizione delle caspasi ha un effetto neuroprotettivo solo nelle 

femmine (Liu F. et al. 2009). Nei maschi, invece, l'aumento di NO porta all'attivazione della 

polimerasi PARP-1 (poly ADP-ribose polymerase) attivata per riparare il DNA danneggiato, 

ed al rilascio di AIF dal mitocondrio danneggiato, che trasloca nel nucleo dove attiva il 

pathway di morte cellulare caspasi-indipendente (Yu SW et al. 2002). 

L'Infarto del miocardio causa circa il 33% del totale delle morti per malattie del sistema 

cardiocircolatorio (www.salute.gov). Nella maggior parte dei casi è dovuto all'ostruzione di 
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una arteria coronaria a causa della formazione di un trombo a livello di una placca 

aterosclerotica. L'insufficiente afflusso di sangue al cuore riduce drasticamente l'apporto di 

ossigeno alle cellule del miocardio; queste vanno così incontro a morte per necrosi e vengono 

rimpiazzate da tessuto cicatriziale non contrattile. La stenosi parziale delle coronarie, invece, 

causa l'Angina Pectoris, una sintomatologia caratterizzata da un forte dolore al torace dovuto 

all'accumulo intracellulare di metaboliti tossici determinato da una diminuzione dell'apporto 

di ossigeno al miocardio causata dal ridotto afflusso di sangue. Può essere il segno di un 

imminente attacco cardiaco e non deve essere sottovalutata. La proteina C reattiva (PCR) è 

considerata come il principale fattore predittivo di Infarto del miocardio poiché la sua 

concentrazione ematica aumenta drasticamente prima dell'infarto e nei pazienti con Angina 

Pectoris. Tuttavia, recentemente è stato dimostrato che pazienti con sindrome coronarica 

conclamata sottoposti ad angiografia coronarica con una concentrazione di PCR superiore al 

valore soglia di normalità subivano un evento cardiovascolare entro un anno dall'esame, 

nonostante ciò non è stata trovata una correlazione diretta tra i livelli di PCR e l'entità della 

stenosi e la rottura della capsula fibrosa della placca aterosclerotica (Cheng JM et al. 2014). 

Le arteriopatie obliteranti croniche degli arti inferiori, invece, rappresentano un insieme di 

condizioni morbose caratterizzate da lesioni ostruttive localizzate nei distretti arteriosi a valle 

delle arterie renali le quali comportano, indipendentemente dalla loro natura, la riduzione 

della perfusione agli arti inferiori. Tale arteriopatia può manifestarsi clinicamente sia durante 

l'attività fisica che nella condizione di riposo e può essere asintomatica oppure può provocare 

dolore intermittente (claudicatio intermittens); l'intensità del dolore è direttamente correlata al 

grado di ostruzione dell'arteria interessata e allo sviluppo dei circoli collaterali. Nella 

condizione più grave i pazienti sono colpiti da ischemia critica dell'arto che può andare in 

cancrena. 

 

 

6. La dissecazione acuta dell’aorta ascendente come una delle conseguenze della 

patologia aterosclerotica 

La dissecazione acuta dell’aorta (AAD) è una malattia che potenzialmente può portare alla 

morte con un'incidenza di circa 2,6 - 3,6 casi per 100.000 all'anno (Isselbacher EM et al. 

Circulation 2005). La classica dissecazione aortica inizia da una lacerazione della tunica 

intima con conseguente propagazione fino allo strato mediale dell’aorta. Questo causa la 
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formazione di un falso lume all'interno della tunica media e quindi all’attraversamento del 

sangue all’interno della parete dell'arteria.  

Le principali cause della dissecazione aortica sono la rottura dei vasa vasorum (Heistad DD et 

al. 1994) o la presenza di un’emorragia all'interno di una placca aterosclerotica che si 

indebolisce e può rompersi e, a volte, può risultare nella dissezione aortica. Possibili altri 

fattori che portano alla rottura dell’aorta sono anche i traumi, alcuni tipi di vasculiti e le 

infezioni (Tsai TT et al. 2005). Nel Registro Internazionale della Dissecazione Acuta 

dell’Aorta il principale fattore che predispone all’insorgenza della patologia è l’Ipertensione 

Arteriosa (72%) seguita dall’Aterosclerosi (31%), precedenti interventi chirurgici cardiaci 

(18%), la Sindrome di Marfan (5%) e cause iatrogene (4%) (Hagan PG et al. The International 

Registry of Acute Aortic Dissection- IRAD-: new insights into an old disease. JAMA. 

2000;283:897–903). 

I principali sistemi di classificazione della sindrome aortica acuta sono il Sistema di DeBakey 

e il Sistema di Stanford.  

Il sistema DeBakey (DeBakey ME et al. J Thorac Cardiovasc Surg 1965) classifica la 

dissecazione in base a dove si trova la lacerazione intimale originale e in base all'estensione 

della dissezione: 

 Tipo I - nasce nell'aorta ascendente e si estende coinvolgendo l’aorta ascendente, 

l’arco aortico e l’aorta toracica. È la forma più letale e colpisce principalmente 

pazienti con età inferiore ai 65 anni. 

 Tipo II - origina ed è confinata nell'aorta ascendente 

 Tipo III - coinvolge l’aorta discendente distalmente all’origine dell’arteria succlavia. 

Si presenta più spesso in pazienti anziani affetti da aterosclerosi e ipertensione 

arteriosa 

 Tipo IIIa - limitato all'aorta discendente toracica 

 Tipo IIIb - coinvolge l'aorta toracica e addominale 

 

Il sistema di Stanford (Tsai TT et al. 2005) classifica la dissecazione in base al sito di rottura 

della parete arteriosa. L’AAD può essere di tipo A di Stanford quando è coinvolto il tratto 

ascendente dell’aorta toracica e/o l’arco aortico, e di tipo B di Stanford quando è coinvolto il 

tratto discendente dell’aorta toracica e/o il tratto aortico addominale. (Tabella 1.2). 
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7. I meccanismi molecolari che caratterizzano il processo di dissecazione acuta 

dell’aorta ascendente 

La principale modificazione istologica descritta nelle patologie aortiche è l’appiattimento e 

l’indebolimento della parete arteriosa a livello della tonaca media caratterizzata dalla 

degenerazione della matrice extracellulare, dalla deplezione delle cellule della muscolatura 

liscia, dalla frammentazione delle fibre elastiche e dalla degradazione delle fibre collagene 

(Didangelos A et al. 2011). Inoltre, uno squilibrio tra le metalloproteasi (MMPs), gli enzimi 

degradativi della matrice extracellulare, e dei loro inibitori (TIMPs) favorisce la progressione 

del processo di degradazione aortica. È stato evidenziato che vi è un meccanismo immuno-

Tabella 1.2 Sistemi di classificazione della sindrome aortica 

acuta: il Sistema di DeBakey e il Sistema di Stanford 
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infiammatorio alla base della AAD di tipo A di Stanford che contribuisce al rimodellamento 

della parete arteriosa in soggetti geneticamente predisposti (Del Porto F et al. 2014; Luo F et 

al. 2009). Questo suggerisce che l’infiammazione e la degradazione della matrice 

extracellulare rappresentano degli steps fondamentali nel complesso processo della AAD. 

Poiché la presenza di placche aterosclerotiche predispone alla rottura della parete arteriosa 

che caratterizza la dissecazione aortica, il complesso processo infiammatorio alla base 

dell’aterosclerosi potrebbe contribuire al manifestarsi della patologia. Infatti, nelle sezioni 

istologiche di aorta dissecata è stato riscontrato un massiccio infiltrato infiammatorio 

composto da macrofagi, linfociti T e linfociti B attivati (Luo F et al. 2009). In precedenti studi 

svolti nel mio laboratorio è stato descritto, attraverso tecniche di biologia molecolare e 

immunoistochimica, che i macrofagi rappresentano la principale popolazione cellulare 

presente nella tunica media di aorta dissecata di pazienti con Stanford-A AAD che non 

presentano una predisposizione genetica, mentre le sottopopolazioni di linfociti T CD4+ sono 

risultate essere significativamente inferiori, sia in campioni istologici di aorta che nel sangue 

periferico. Inoltre, hanno anche dimostrato che i livelli sierici delle citochine rilasciate dai 

linfociti T helper 1 sono significativamente inferiori rispetto a quelle prodotte dai macrofagi 

(Del Porto F et al. 2010). Anche in topi ApoE KO infusi con AngiotensinaII è stato osservato 

un accumulo di macrofagi nella tonaca media durante le fasi iniziali della lesione della parete 

arteriosa che sono risultati essere i responsabili della degradazione dell’elastina e della 

conseguente dissecazione della parete arteriosa.  In particolare, è stato osservato che la 

dissecazione precede la formazione dell’aneurisma, mentre la formazione della placca 

aterosclerotica avviene successivamente ed è accompagnata da un progressivo aumento 

dell’infiltrazione di linfociti T nella parete dell’arteria (Saraff K. et al. 2003). 

Tuttavia, il fatto che la dissecazione acuta dell’aorta avviene anche in pazienti che presentano 

lesioni atero-occlusive evidenti suggerisce che la placca aterosclerotica, la dissecazione della 

parete arteriosa e l’aneurisma rappresentano le differenti sfaccettature di una stessa complessa 

patologia. Probabilmente fattori genetici, infiammatori, immunologici ed ambientali 

contribuiscono in diversi modi all’insorgenza ed alla progressione del danno vascolare in 

differenti siti dell’arteria aortica. 

 

 

 



24 

 

Capitolo II 

L'Aterosclerosi e il ruolo del Sistema Immunitario 

 

1. Il processo infiammatorio e le sue fasi 

Il processo infiammatorio è una risposta difensiva del nostro organismo ad agenti esterni 

come agenti fisici, chimici, tossici e di natura biologica (soprattutto virus e batteri). 

L'infiammazione (o flogosi) è una reazione locale al danno cellulare di tessuti vascolarizzati.  

Si ha una reazione cellulare che prevede il reclutamento dei leucociti a livello della zona lesa, 

la loro migrazione attraverso il vaso e la riparazione del tessuto danneggiato. 

Di solito il vaso presenta la componente cellulare del sangue al centro e il plasma in periferia; 

nell'infiammazione vi è vasodilatazione e rallentamento del flusso sanguigno con il plasma 

che si dispone al centro e la componente cellulare in periferia. A questo punto, i leucociti si 

muovono all'interno del vaso per “rolling” sull'endotelio grazie all'interazione tra le integrine 

esposte sulla loro superficie e le selectine dell'endotelio, molecole proteiche che mediano 

l'adesione dei leucociti all'endotelio. Nella fase successiva si ha il processo di diapedesi cioè 

la fuoriuscita dei leucociti, attraverso gli spazi interstiziali dell'endotelio, dal compartimento 

ematico a quello extravasale (Figura 2.1). 

 

 

 

 

Figura 2.1 Processo di rotolamento e diapedesi dei leucociti nel sito dell'infiammazione. 
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Si ha ora la fase di riparazione del danno: il fluido in eccesso viene rimosso attraverso i vasi 

linfatici, i macrofagi fagocitano il tessuto danneggiato e rilasciano fattori di crescita che 

richiamano i fibroblasti; questi ultimi proliferano, si differenziano e sintetizzano nuova 

matrice extracellulare per riparare il danno. 

I componenti principali del SI sono i monociti macrofagi ed i linfociti. I monociti circolanti 

nel torrente sanguigno migrano a livello tissutale dove differenziano in macrofagi; i macrofagi 

appartengono alla classe dei fagociti e la loro funzione principale nell'infiammazione e quella 

di fagocitare nel loro citoplasma particelle estranee all'organismo e di distruggerle. Secernono 

inoltre citochine pro-infiammatorie e presentano l'antigene ai linfociti T-CD4+. 

I linfociti T sono responsabili della risposta adattativa cellulo-mediata: riconoscono l'antigene 

quando questo viene esposto dalle APC (cellule presentanti l'antigene) attraverso il complesso 

maggiore di istocompatibilità (MHC di classe 1 o 2). L'interazione specifica tra il proprio 

recettore e l'antigene ne induce la proliferazione e la maturazione in linfociti T-CD8+ o T-

CD4+. I linfociti T-CD8+ maturano in linfociti T citotossici che svolgono, cioè, attività 

citotossica nei confronti dell'agente patogeno; i linfociti T-CD4+ maturano in linfociti T-

helper che stimolano la proliferazione ed il reclutamento di altri componenti del sistema 

immunitario. 

Un'eccessiva risposta infiammatoria può causare però gravi danni all'organismo. I vari 

componenti del sistema immunitario rilasciano diversi tipi di citochine, principali mediatori 

del processo infiammatorio e responsabili del mantenimento dell'omeostasi del sistema 

immunitario. 

Le citochine possono essere suddivise in due classi: le citochine pro-infiammatorie e quelle 

anti-infiammatorie.  

Le citochine pro-infiammatorie contribuiscono ad innescare ed amplificare la risposta 

infiammatoria allo scopo di contrastare l'insulto.  

Le principali citochine pro-infiammatorie sono:  

 TNF-α (Fattore di Necrosi Tumorale-α) e IL-1 (Interleuchina-1), le prime citochine 

prodotte dalla maggior parte dei componenti del Sistema Immunitario che stimolano il 

reclutamento nel tessuto leso dei leucociti e inducono la produzione di molecole di 

adesione (integrine), chemochine e fattori di crescita; 

 IL-6 e IFN-γ (Interferone-γ) che attivano i macrofagi; 

 IL-5 che attiva gli eosinofili; 
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 IL-2 importante per la crescita dei linfociti T; 

 IL-12 e IL-4 che stimolano il differenziamento dei linfociti T rispettivamente in 

linfociti Th1 e linfociti Th2; 

 IL-17 che richiama i neutrofili nel luogo dell'infiammazione; 

 chemochine che stimolano i movimenti leucocitari. 

Le principali citochine anti-infiammatorie, IL-10 e TGF-β (Fattore di Crescita Trasformante-

β), limitano la reazione infiammatoria in quanto inibiscono l'attività fagocitaria e battericida 

di macrofagi e neutrofili ristabilendo l'omeostasi del sistema in seguito alla riparazione del 

danno tissutale (Abbas A.K., Lichtman A.H., Pillai S. Immunologia cellulare e molecolare). 

 

 

2. L'immunopatologia cellulare e molecolare dell'Aterosclerosi 

La placca aterosclerotica è caratterizzata dall’accumulo di lipidi nella parete delle arterie e 

dall’infiltrazione di cellule del sistema immunitario come i macrofagi ed i linfociti e dalla 

formazione da parte delle cellule della muscolatura liscia di un cappuccio fibroso composto 

principalmente da collagene. 

I lipidi hanno un ruolo centrale nella patogenesi della placca in particolare, un’elevata 

concentrazione di colesterolo circolante promuove la patologia aterosclerotica. Il colesterolo 

viene trasportato nel sangue dalle LDL che si accumulano a livello della tonaca intima 

attraverso interazioni ioniche tra l’apolipoproteina B100 delle LDL e i proteoglicani della 

matrice extracellulare (Tabas I et al. 2007). Le LDL intrappolate a livello subendoteliale sono 

soggette a modificazioni ossidative da parte di enzimi come mieloperossidasi e lipossigenasi e 

da specie reattive dell'ossigeno (ROS) generati nell’intima durante le fasi iniziali di 

infiammazione aterosclerotica. Le LDL ossidate (oxLDL) causano l'esposizione di molecole 

di adesione da parte delle cellule endoteliali e la produzione di chemochine che guidano 

l'infiltrazione delle cellule immuni nell'intima. Il meccanismo che media questa risposta non è 

stato ancora ben identificato ma sembra sia coinvolto il pathway Jak-STAT (Jak chinasi e 

STAT fattore trascrizionale) (Gharavi, N.M. et al. 2007), e il pathway di EGR-1 (Bochkov, 

V.N. et al. 2002). 

In particolare, le principali popolazioni cellulari coinvolte nel processo aterosclerotico sono i 

monociti macrofagi, le cellule dendritiche, i linfociti B e i linfociti T (Figura 2.2).  
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Le lesioni precoci sono caratterizzate da un ricco infiltrato di cellule T e macrofagi-cellule 

schiumose caricate di lipidi. In seguito, l'accumulo di cellule necrotiche, detriti e cristalli di 

colesterolo formano un core necrotico. Le placche fibroateromatose sono ricoperte da un 

cappuccio fibroso composto da collagene e cellule muscolari lisce che sono progressivamente 

rimpiazzate da macrofagi nelle placche infiammate prossime alla rottura. 

Lo step finale della patologia, che porta alla destabilizzazione e rottura della placca, è indotto 

dal rilascio a livello della capsula fibrosa di metalloproteasi ed elastasi da parte dei leucociti 

accumulati. Il reclutamento di specifiche popolazioni cellulari e la progressione della lesione 

aterosclerotica verso una placca stabile o instabile, sono strettamente correlate ad uno 

squilibrio tra fattori pro-aterogeni ed anti-aterogeni (Businaro et al. 2013, Weber C and Noel 

H. 2011). 

In condizioni fisiologiche, in caso di danno tissutale le stesse cellule dell’immunità rilasciano 

fattori che inibiscono il processo infiammatorio per permettere la riparazione del tessuto 

danneggiato e la risoluzione del processo infiammatorio stesso. 

Nel caso dell’aterosclerosi l’equilibrio tra queste due fondamentali fasi di infiammazione e di 

riparazione del danno tissutale viene meno e ciò porta alla progressione della lesione 

Figura 2.2 Infiltrato di cellule del Sistema Immunitario nella placca durante le fasi del processo 

aterosclerotico. (Libby et al. Nature 2011) 
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aterosclerotica fino all’occlusione dell’arteria interessata (Figura 2.3) 

 

 

Recentemente sono stati pubblicati vari studi che attribuiscono un ruolo fondamentale al 

sistema immunitario nelle patologie cardiovascolari. 

 

 

2.1 La risposta immunitaria innata e l’innesco del processo aterosclerotico 

La prima forma di difesa immunitaria delle arterie è di tipo innato ed è orchestrata dalle 

cellule endoteliali; in seguito a stimoli infiammatori, la prima popolazione cellulare che viene 

richiamata è rappresentata dai monociti che a loro volta reclutano altri componenti del sistema 

immunitario a livello della parete delle arterie. La risposta immunitaria innata è coinvolta 

principalmente nelle fasi iniziali del processo aterosclerotico (Lundberg, A.M et al. 2010). 

La prima fase dello sviluppo della patologia aterosclerotica è caratterizzata da una serie di 

alterazioni fenotipiche a livello delle cellule endoteliali ed alla conseguente perdita del 

controllo dell'omeostasi nei vasi sanguigni. In risposta a vari stimoli nocivi, le cellule 

endoteliali vanno incontro all'aumento dell'espressione di molecole di adesione ed alla sintesi 

di fattori pro-infiammatori e pro-trombotici (Weber et al. 2007). Di conseguenza, le oxLDL si 

Figura 2.3 La non risoluzione del processo infiammatorio non permette la 

riparazione del danno tissutale e porta alla progressione della lesione 

aterosclerotica. (Tabas I. et al Immunity. 2017 Oct 17;47(4):621-634) 
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accumulano nell'intima della parete arteriosa dove danno inizio al processo infiammatorio 

stimolando non solo l'espressione di molecole di adesione da parte delle cellule endoteliali, 

ma anche il rilascio di citochine e chemochine da parte delle cellule dell'infiltrato 

infiammatorio. 

Le cellule endoteliali attivate espongono sulla loro superficie molecole di adesione come 

ICAM-1, VCAM, e le selectine P ed E i cui ligandi sono espressi da monociti e linfociti, 

favorendo la loro infiltrazione nell'intima della parete vasale. Infatti, è stato dimostrato che in 

topi ApoE KO e mancanti della P selectina, di ICAM-1 o della E selectina sono protetti dalla 

formazione di placche aterosclerotiche (Collins RG et al. 2000). 

Inoltre, è stato proposto che la progressione della malattia aterosclerotica possa risultare dalla 

perdita della tolleranza immunitaria verso antigeni presenti nella placca. Businaro e 

collaboratori hanno dimostrato che HSP-90 è espressa in elevate quantità nel siero e nelle 

placche di pazienti affetti da aterosclerosi e rappresenta un potenziale autoantigene capace di 

indurre una risposta autoimmune implicata nella patogenesi dell'aterosclerosi carotidea 

(Businaro et al. 2009).  

L'immunizzazione contro antigeni presenti nella placca aterosclerotica potrebbe, quindi, 

rappresentare un valido approccio terapeutico per l'aterosclerosi. Ad esempio, 

l'immunizzazione con autoantigeni come le HSPs, ApoB e le oxLDL potrebbe potenziare 

l'immunità mediata dai linfociti T regolatori e potrebbe rappresentare un nuovo tipo di 

vaccino immunoterapico ad uso umano. 

In tale contesto, le cellule dendritiche potrebbero rappresentare un approccio utile per 

conferire la tolleranza ad autoantigeni. Le cellule dendritiche (DC) sono cellule professionali 

presentanti l’antigene (APC), specializzate nella cattura e nel processamento di antigeni in 

frammenti peptidici che sono successivamente complessati con le molecole MHC e presentati 

alle cellule T per dare inizio alla risposta immunitaria.  In uno studio condotto su un modello 

murino, sono state utilizzate cellule dendritiche prelevate dal midollo osseo di topi esprimenti 

ApoB100 umana sugli MHC, con lo scopo di valutare il loro potenziale nell'inibire la 

progressione della patologia aterosclerotica (Figura 2.4). I risultati di questo studio hanno 

dimostrato che tali DC hanno indotto una diminuzione della presenza di linfociti Th1 e Th2 

diretti contro ApoB100 ed un aumento della presenza di linfociti T regolatori (Hermansson A. 

et al. 2011), supportando così la validità dell'immunizzazione contro autoantigeni. 
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Tuttavia, l'aterosclerosi probabilmente non è una patologia autoimmune in senso stretto ma è 

dovuta ad una disfunzione immunitaria locale. 

I monociti reclutati nella tonaca intima differenziano in macrofagi che successivamente danno 

vita alle cellule schiumose nella placca aterosclerotica. I principali fattori rilasciati soprattutto 

dalle cellule endoteliali attivate coinvolti nel reclutamento dei monociti dal torrente 

circolatorio sono le chemochine fractalchina (CX3CL1) e la proteina-1 chemoattraente dei 

monociti (MCP-1 o CCL2) ed i loro recettori, rispettivamente CX3CR1 e CCR2, espressi 

sulla superficie dei monociti circolanti.  

I monociti esprimono tutti sulla loro superficie il CD14 che funge da corecettore del Toll-like 

Receptor-4 (TLR-4) e possono essere suddivisi in tre gruppi in base al loro fenotipo ed alla 

loro funzione:  

 i monociti “classici” CD14
++

 CD16
- 
(la cui controparte murina sono i monociti Ly6C

hi
 

CX3CR1
lo

 CCR2
hi

) rappresentano circa l'85% dei monociti totali ed esprimono sulla 

loro superficie in elevata concentrazione il CCR2, FcγRI, L-selectina, il recettore 

scavenger di classe A (ScR-A) ed il VEGFR-1;  

 i monociti “non classici” CD14
+
CD16

++
 (la cui controparte murina sono i monociti 

Ly6C
lo

 CX3CR1
hi

 CCR2
lo

) rappresentano circa il 10% dei monociti totali, sono più 

piccoli ed esprimono sulla loro superficie in elevata concentrazione HLA-DR, CD11c, 

CX3CR1 e CCR5 ed una quantità molto bassa di CCR2;  

Figura 2.4 Presentazione di ApoB umana da parte delle DCs ai linfociti T naive per 

indurre la tolleranza immunologica (Hansson GK, Hermansson A. Nat Immunol 2011). 
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 i monociti “intermedi” CD14
++

CD16
+
 rappresentano circa il 5% dei monociti totali e 

differiscono dai monociti non classici in quanto esprimono un'elevata concentrazione 

di CCR2 sulla loro superficie. 

I monociti CD16
+
 presentano un fenotipo simile ai macrofagi, un’elevata capacità di adesione 

alle cellule endoteliali ed una spiccata attività di presentazione dell’antigene. Sono, inoltre, in 

grado di rilasciare alti livelli di citochine pro-infiammatorie come IL-1, IL-6, TNFα ed IFN-γ 

e bassi livelli di citochine anti-infiammatorie come l’IL-10 a differenza dei monociti CD16
-
. I 

monociti CD16
+
, quindi, aumentano in condizioni di infiammazione come le infezioni 

(Waterhouse DF et al. 2008) ma anche in patologie croniche con un basso grado di 

infiammazione come le patologie cardiovascolari (Schlitt A et al. 2004). 

Diversi studi clinici dimostrano che l’alterazione dei livelli delle sottopopolazioni monocitarie 

è associata all’insorgenza di diverse patologie cardiovascolari come l’aterosclerosi infatti 

l'equilibrio tra attivazione ed inibizione dei due tipi cellulari è fondamentale per la risoluzione 

del processo infiammatorio. 

I monociti circolanti, quindi, migrano dal torrente circolatorio a livello della lesione 

aterosclerotica e differenziano in macrofagi. I macrofagi infiltrati fagocitano le oxLDL, 

diventano cellule schiumose e, insieme alle cellule muscolari lisce, possono andare incontro 

sia a morte programmata (apoptosi) sia a necrosi rilasciando il loro contenuto cellulare, in 

particolare lipidi e cristalli di colesterolo, nel core necrotico i quali contribuiscono alla 

cronicizzazione del processo infiammatorio. 

Contemporaneamente i monociti rilasciano citochine e chemochine che richiamano ed 

attivano i linfociti nel sito dell’infiammazione; questa fase indica una stretta interazione tra 

risposta immunitaria innata ed adattativa a livello della lesione aterosclerotica (Figura 2.5). 
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2.2 Il ruolo della risposta immunitaria adattativa nell’Aterosclerosi 

I componenti della risposta immunitaria adattativa sono presenti nelle placche umane durante 

tutte le fasi del processo aterosclerotico.  

La progenie del modello murino di aterosclerosi ApoE
-/-

 incrociato con topi mancanti di 

linfociti sia B che T in quanto deficienti del gene 1 (RAG1) o del gene 2 (RAG2) della 

ricombinasi presentano lesioni aterosclerotiche meno sviluppate (Zhou, X et al. 2000) a 

dimostrazione del ruolo fondamentale svolto dall’immunità adattativa nel processo 

aterosclerotico. 

Le cellule dell'immunità adattativa principalmente coinvolte, quindi, sono i linfociti T e la 

classe maggiormente responsabile è quella dei linfociti T CD4+ (Figura 2.6). 

Le cellule T CD4+ rappresentano un gruppo eterogeneo che comprende cellule sia pro che 

anti-infiammatorie. 

In seguito al rilascio di specifiche citochine da parte delle APC ed al riconoscimento 

dell'antigene esposto sulla superficie di tali cellule associato a MHC di classe II (complesso 

maggiore di istocompatibilità di classe II), i linfociti T CD4+ possono differenziare in linfociti 

T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T helper 17 (Th17) ed in linfociti T regolatori (Treg).  

Figura 2.5 Interazione tra risposta immunitaria innata ed adattativa all’interno della lesione 

aterosclerotica. (Hansson GK, Hermansson A. Nat Immunol 2011) 
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I linfociti Th1 favoriscono il processo aterosclerotico infatti sono presenti all’interno delle 

placche ed in topi mancanti di IFN- o del suo recettore (Buono, C. et al. 2003), o di IL-12 

(Hauer, A.D. et al. 2005) o IL-18 (Elhage, R. et al. 2003), oppure del fattore trascrizionale 

Tbet (Buono, C. et al. 2005) presentano lesioni aterosclerotiche di minori dimensioni. 

 Nonostante ciò, recenti evidenze suggeriscono che la complessa patogenesi dell'ATS non 

possa essere imputata esclusivamente all'azione svolta da questa sottopopolazione linfocitaria. 

I linfociti T helper 17 rappresentano una classe di cellule T CD4+ che ha recentemente 

riscosso interesse. Sono chiamati così perché producono l’interleuchina-17 (IL-17) e sono 

importanti in quanto conferiscono protezione da funghi e batteri extracellulari soprattutto a 

livello della superficie mucosale, ma possono anche causare infiammazioni croniche e sono 

coinvolti nei processi autoimmuni. 

La differenziazione delle cellule T naive in linfociti T helper 17 richiede l'attivazione del 

Figura 2.6 Ruolo delle cellule T nel processo aterosclerotico. Le cellule T entrano nella placca 

aterosclerotica dove vengono esposte ad antigeni presentati dalle cellule dendritiche (DC) o dai 

macrofagi. Se la presentazione dell'antigene avviene ad opera di una DC attivata, le cellule T 

CD4+ differenzieranno in linfociti Th1 che secernono IFN-γ e TNF-α; se invece avviene ad 

opera di una DC tollerogenica differenzieranno in linfociti Treg che secernono IL-10 e TGF-β.  

Nelle placche sono presenti anche linfociti T CD8+, la cui attività deve essere ancora ben 

definita, e linfociti Th17 che con la loro attività pro-infiammatoria alimentano il processo 

aterosclerotico. 

I monociti esposti a citochine pro-infiammatorie nella placca vengono attivati e differenziano 

in macrofagi che fagocitano le oxLDL e formano le cellule schiumose contribuendo alla 

progressione ed alla destabilizzazione della placca. 
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fattore trascrizionale RORγt (retinoic acid-related orphan receptor γt) in presenza di IL-6 e del 

fattore trascrizionale STAT3. Sono stati effettuati diversi studi per cercare di identificare il 

pathway responsabile dell’induzione del differenziamento. È stato dimostrato che l’IL-23 non 

è indispensabile per indurre il differenziamento dei linfociti T naive in Th17 in quanto 

esprimono bassi livelli del recettore di IL-23 (IL-23R) (Zhou L. et al. 2008) ma il signaling 

attivato dall’IL-23 è fondamentale per il differenziamento terminale, l’espansione ed il 

mantenimento del fenotipo Th17 (McGeachy M.J. et al. 2009). Infatti, linfociti difettivi di IL-

23R non sono in grado di produrre IL17 in vivo (Bettelli, E et al. 2006). Invece, il signaling 

attivato dall’IL-6 induce l’espressione del recettore di IL-23 e induce la fosforilazione e la 

traslocazione nel nucleo di STAT3, uno step cruciale nelle prime fasi del differenziamento dei 

Th17. STAT3 fosforilato nel nucleo induce l’espressione dei geni che codificano per RORγt, 

IL17 e IL23R. RORγt è il principale regolatore trascrizionale dei Th17 infatti topi deficienti di 

RORγt mancano delle principali cellule produttrici di IL17 (Ivanov I.I. et al. 2006). 

Il TGF- è un’altra citochina coinvolta nel differenziamento dei Th17 anche se ci sono studi 

contrastanti riguardo la sua attività. Ad alte concentrazioni è in grado di downregolare 

l’espressione dell’IL-23R e quindi inibire l’espansione dei Th17 mentre, al contrario, è in 

grado di indurre il differenziamento dei linfociti Treg (Ghoreschi K et al. 2010). Il pathway 

attivato dal TGF- quindi, è in grado di indurre l’espressione sia di RORγt nei Th17 che di 

FoxP3 nei Treg: in assenza della citochina pro-infiammatoria IL-6 viene attivato il Foxp3 che 

inibisce l'attività di RORγt favorendo quindi il differenziamento in Treg; in presenza invece di 

IL-6, IL-21 e IL-23 viene inibito il Foxp3, attivata l'espressione di RORγt e l'equilibrio 

Treg/Th17 si sposta verso il lineage dei Th17 (Zhou L. et al. 2008). 

Sono state individuate diverse sottopopolazioni di linfociti T regolatori, la cui caratteristica 

comune è la capacità di sopprimere l’attivazione, la proliferazione, la differenziazione e le 

funzioni di molte cellule effettrici come i linfociti T CD4+ e CD8+, linfociti B, cellule NK e 

cellule dendritiche soprattutto mediante il rilascio di IL-10, citochina con una forte attività 

anti-infiammatoria. 

I linfociti Treg sono caratterizzati dall'espressione del fattore trascrizionale Foxp3 che può 

essere definito il master gene del differenziamento delle cellule T regolatorie nel timo ed in 

periferia in quanto gioca un ruolo fondamentale nel mantenimento della specificità e del 

programma funzionale di questo tipo di cellule T (Hori et al. 2003). Sono state identificate 

due classi di linfociti Treg che esprimono Foxp3: i linfociti Treg naturali (nTreg) che 



35 

 

esprimono sulla loro superficie il CD4 ed il CD25 (la subunità α del recettore per 

l’interleuchina 2) e producono IL-10, ed i linfociti Treg indotti (iTreg) che producono il TGF-

β (Curotto de Lafaille MA and Lafaille JJ 2009). 

Purtroppo però, mentre l’espressione di Foxp3 appare una prerogativa esclusiva delle cellule 

Treg nel topo, lo stesso non si può dire dell’uomo, in cui Foxp3 può essere espresso 

temporaneamente nei linfociti T attivati indipendentemente dalla funzione regolatoria, 

perdendo quindi il ruolo di marcatore specifico di Treg. 

La maggior parte delle cellule T CD4+ naive esprime un marcatore di membrana detto CD45, 

del quale una parte è codificata da un esone detto A da cui deriva l'appellativo CD45RA 

(restricted A). Per contro la maggior parte delle cellule T attivate e di memoria non presenta il 

segmento codificato dall’esone A perché questo è stato eliminato per splicing alternativo, ma 

esprime una isoforma del marcatore detta CD45RO. Le cellule T CD45RA
- 

Foxp3
high

 

rilasciano scarsamente IL-2 e IFNγ e hanno quindi attività anti-infiammatoria, le cellule T 

CD45RA
+ 

Foxp3
low

 ne producono poche, mentre le cellule T CD45RA
- 
Foxp3

low
 producono le 

due citochine in grande quantità rivelando così un'intensa attività pro-infiammatoria. Le 

cellule T CD45RA
- 
Foxp3

low
 esprimono inoltre il fattore trascrizionale RORγt e producono la 

citochina IL-17; questo indica la presenza di una stretta relazione tra queste cellule ed i 

linfociti Th17. (Miyara et al. 2009). 

Questi risultati indicano che l'attività e la concentrazione delle diverse popolazioni di cellule 

esprimenti Foxp3 è fondamentale per una corretta valutazione dello stato immunologico di un 

paziente e che la manipolazione di una specifica subpopolazione può aumentare oppure 

attenuare la risposta infiammatoria. 

Allo stesso modo, a differenza del topo, anche il CD25 non rappresenta un marker espresso 

esclusivamente dalle cellule Treg nell'uomo ma viene espresso in minore concentrazione 

anche da altri tipi di linfociti attivati. Nel topo sia i linfociti Treg CD4+ che esprimono in 

elevata concentrazione il CD25 (CD4+CD25
high

) sia quelli che lo esprimono in bassa 

concentrazione (CD4+CD25
low

), hanno attività inibitoria in vitro su cellule T attivate che non 

esprimono il CD25 (CD4+CD25-). Tra i linfociti T, invece, prelevati dal sangue periferico 

dell'uomo solo quelli che esprimono in elevata quantità il CD25 svolgono attività inibitoria. 

Anche se non è ben chiaro il meccanismo attraverso il quale viene indotta l'inibizione della 

proliferazione e della secrezione di citochine pro-infiammatorie, è stato dimostrato che 

nell'uomo solo i linfociti Treg CD4+ che esprimono in elevata quantità il CD25 sulla loro 
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superficie esplicano questa attività, a differenza delle cellule CD4+CD25
low

 che, nonostante 

esprimano questo marcatore sulla loro superficie, non sono in grado di attivare l'inibizione 

(Baecher-Allan Clare et al. 2001). Quindi il CD25 nell’uomo non è un marcatore esclusivo 

delle Treg in quanto viene espresso anche da cellule T effettrici in seguito alla loro attivazione 

da parte dell’antigene, anche se generalmente il livello di espressione non raggiunge mai 

quello delle Treg. 

Nonostante nessuno dei marcatori ad oggi disponibili sia esclusivo dei linfociti Treg, la 

presenza contemporanea del CD25 e del Foxp3 ed il loro livello di espressione, li rende il 

migliore strumento per identificare fenotipicamente questa popolazione cellulare. 

Recentemente però, è stato individuato il LAG-3 (gene 3 di attivazione linfocitaria), un 

marker espresso sulla superfice delle cellule principali produttrici di IL-10.  

Il LAG3 (CD223) è una proteina di membrana appartenente alla superfamiglia delle 

immunoglobuline che è espressa principalmente sulla superfice delle cellule natural killer e 

dei linfociti T (Triebel et al. 1990). Il LAG3 è un omologo del CD4 ed i geni codificanti per 

queste proteine sono posizionati sul cromosoma 12 e molto vicini tra loro. 

Il LAG3 sia nel topo che nell’uomo riconosce e lega il complesso maggiore di 

istocompatibilità di classe II (MHC II) con alta affinità. Il LAG3 sembra essere fondamentale 

per espletare la massima funzione regolatoria dei CD4+CD25+FoxP3+ Treg (Huang et al. 

2004). Inoltre, l’espressione ectopica di LAG3 conferisce l’attività regolatoria nelle cellule T 

naive. Il LAG3 espresso sui linfociti Treg CD4+CD25+ lega l’MHC II sulle cellule 

dendritiche immature nelle quali attiva un signaling inibitorio che sopprime la loro attività di 

presentazione dell’antigene (Liang et al. 2008). 

È stato dimostrato che il LAG3 è espresso sulla superficie di una popolazione di cellule T di 

memoria CD4+CD25- che include una sottopopolazione di cellule T che non esprimono il 

FoxP3 (CD4+ FoxP3-). Queste cellule sono in grado di produrre un’elevata quantità di IL-10 

in seguito a stimolazione antigenica in vitro (Cretney E. et al. 2011) 

Il FoxP3, quindi, risulta non essere essenziale per permettere alle cellule Treg LAG3+ di 

espletare la propria funzione inibitoria. 

 

 

 

 



37 

 

3. L’interazione tra l’immunità innata e adattativa nel processo aterosclerotico 

Esiste una stretta interazione tra risposta immunitaria innata ed adattativa all’interno della 

lesione aterosclerotica. La prima popolazione che sopraggiunge a livello della lesione 

parietale è quella dei monociti, una popolazione eterogenea le cui sottopopolazioni svolgono 

attività infiammatorie opposte: i monociti classici (CD14++CD16-) sono principalmente 

coinvolti nella risposta immunitaria innata contro i patogeni; i monociti intermedi 

(CD14++CD16+) ricoprono preminentemente un ruolo pro-infiammatorio mentre i monociti 

non classici (CD14+CD16++) svolgono un’attività di sorveglianza dei tessuti. 

Recenti studi indicano che i livelli dei monociti CD16+ aumentano in diverse patologie 

infiammatorie come anche nell’aterosclerosi infatti l’aumento dei monociti intermedi 

CD14++CD16+ potrebbe essere un fattore di aumento del rischio di sviluppare eventi 

cardiovascolari in quanto associato alla probabilità di rottura e complicazione della placca 

aterosclerotica. (Yamamoto H et al. 2018). I monociti rilasciano citochine e chemochine che 

richiamano ed attivano i linfociti nel sito dell’infiammazione. Inizialmente i linfociti Th1 e 

Th2 erano ritenute le sottopopolazioni linfocitarie principalmente coinvolte. Tuttavia, 

recentemente, l'attenzione si è spostata sui Th17 e sui Treg il cui equilibrio risulta alterato nei 

pazienti con placche aterosclerotiche. Infatti, è stato evidenziato che nei pazienti con placche 

aterosclerotiche carotidee instabili c'è un rilevante squilibrio funzionale tra Th17 e Treg e che 

i Th17 potrebbero favorire l'aterogenesi, mentre i Treg potrebbero avere un ruolo protettivo 

inibendo la formazione della placca (Liu Zhen-dong et al. 2012). 

I linfociti Treg e Th17 mantengono quindi un certo equilibrio nel sangue periferico di soggetti 

sani che viene invece perso in soggetti affetti da diverse patologie infiammatorie ed 

autoimmuni. Questo squilibrio è stato rinvenuto in pazienti affetti dal Lupus Eritematoso 

Sistemico (SLE) con placche aterosclerotiche localizzate a livello delle arterie coronarie. 

L'incidenza di patologie cardiovascolari in pazienti affetti da SLE è in aumento e rappresenta 

la causa primaria di morte nelle fasi avanzate della patologia. Il Lupus è una patologia 

autoimmune quindi si potrebbe pensare che tale squilibrio potrebbe essere dovuto alla 

patologia in sè. Tuttavia, è stato dimostrato che tale squilibrio risulta più accentuato in 

pazienti affetti sia da SLE che da aterosclerosi rispetto a pazienti affetti esclusivamente da 

SLE. È stata infatti misurata una concentrazione maggiore di Th17, IL-17, IL-6 e TNFα e 

minore di Treg e IL-10 nel sangue periferico dei pazienti con SLE e aterosclerosi rispetto a 

pazienti affetti solo da SLE (Zhu Mengya et al. 2013). 
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In diversi studi è stato dimostrato un ruolo protettivo dei vari subsets di linfociti T regolatori 

in modelli murini di aterosclerosi. I linfociti Treg esprimenti il FoxP3 sono stati ritrovati nelle 

placche sia di topo che di uomo anche se in basse concentrazioni (Veillard N.R et al. 2004, de 

Boer, O.J. et al. 2007). Le citochine IL-10 e TGF-b rilasciate dai Treg svolgono un ruolo 

protettivo nei confronti dell’aterosclerosi ma va comunque tenuto a mente che queste non 

vengono prodotte esclusivamente da questa popolazione cellulare. L’effetto atero-protettivo 

dei Treg è stato studiato in topi che presentano basse concentrazioni di Treg in quanto difettivi 

del CD80, CD86 o CD28, componenti del pathway di costimolazione dei linfociti T, che 

presentano una forma aggressiva di aterosclerosi. L’infusione di linfociti Treg FoxP3+ rallenta 

la progressione del processo aterosclerotico (Ait-Oufella H. et al. 2006). 

Sebbene non siano presenti in letteratura importanti studi che descrivano il ruolo dei linfociti 

Treg CD4+CD25-LAG3+ nel processo aterosclerotico, è stato dimostrato che questi sono in 

grado di sopprimere la risposta dei linfociti B e la produzione di anticorpi mediante il rilascio 

di elevate quantità di TGF-3 in pazienti affetti da SLE (Okamura et al. 2015). Questi dati 

dimostrano come in una patologia autoimmune come il Lupus è possibile osservare una stretta 

comunicazione tra le diverse classi linfocitarie coinvolte nella risposta infiammatoria. È molto 

interessante notare che nella placca aterosclerotica coronarica, infatti, sono stati individuati 

anche i linfociti di tipo B; questi sono presenti e maturano a livello delle placche 

aterosclerotiche coronariche favorendo la progressione della lesione aterosclerotica (Burioni 

R, et al.2009). Potrebbe essere ipotizzato che in soggetti predisposti l’esposizione ad antigeni, 

come avviene nelle infezioni, potrebbe aumentare il rischio di sviluppare patologie vascolari 

come l’aterosclerosi e la dissecazione aortica andando ad influenzare la risposta immunitaria. 

È stato osservato che esiste una stretta correlazione tra l’attivazione di una reazione 

infiammatoria in risposta alla presenza di agenti infettivi e l’insorgenza di placche 

aterosclerotiche (Gredmark-Russ S et al. 2009). Al contrario, però, in altri studi è stato 

dimostrato che i linfociti B svolgono un ruolo protettivo nei confronti dell’aterosclerosi. La 

splenectomia aggrava l’aterosclerosi in topi ApoE KO e l’infusione in questi topi di linfociti B 

provenienti da topi ApoE KO con aterosclerosi in fase avanzata, provoca un miglioramento 

delle lesioni aterosclerotiche nei topi riceventi (Caligiuri, G. et al 2002). In linea con questo 

risultato, topi Ldlr KO che mancano di IL-5, la principale citochina che promuove 

l’espansione dei linfociti B di tipo 1 (linfociti B-1), presentano una minore concentrazione di 

anticorpi di tipo IgM (immunoglobulina M) contro le fosfocoline e maggiore aterosclerosi 
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(Binder C.J. et al. 2004). Al contrario invece, l’infusione di linfociti di tipo B-2 ma non di 

quelli di tipo B-1, ha un effetto pro-aterosclerotico (Kyaw T. et al. 2010) suggerendo che 

diversi subsets di linfociti B svolgono un ruolo contrastante nei confronti di questa patologia. 

Inoltre, sono stati osservati anticorpi contro le fosfocoline e le oxLDL che sembra svolgano 

un ruolo protettivo nei confronti dell’aterosclerosi in quanto in topi ipercolesterolemici 

immunizzati con anticorpi contro le fosfocoline e anti-oxLDL presentano un decorso della 

patologia più favorevole (Ameli S. et al. 1996). 

La presenza di diverse popolazioni di linfociti T regolatori e di linfociti Th17 con attività pro-

infiammatoria e di comuni pathway di differenziamento dimostra che il sistema immunitario 

deve riuscire a mantenere un importante equilibrio tra queste popolazioni linfocitarie, un 

equilibrio che è fondamentale anche per il contenimento del processo aterosclerotico.  

In conclusione, si può affermare che l'aterosclerosi è una patologia multifattoriale innescata da 

diversi fattori di stress cellulare ed alimentata dai mediatori dell'infiammazione che vengono 

richiamati nella lesione ateroscletotica. La diversa attivazione immunitaria può orientare la 

progressione dell’aterosclerosi verso la formazione della placca con conseguente occlusione 

dell’arteria interessata oppure verso la dissecazione della parete arteriosa. Studiare il 

complesso meccanismo che sta alla base del processo infiammatorio che avviene durante 

l’insorgenza e lo sviluppo della lesione parietale può permettere l'identificazione di nuove 

strategie terapeutiche per il trattamento delle patologie cardiovascolari. Diversi tentativi sono 

stati fatti dai vari gruppi di ricerca per identificare quella popolazione cellulare o quel gruppo 

di mediatori che guidano il processo aterosclerotico.  

La continua scoperta di nuove sottopopolazioni immunitarie che svolgono attività contrastanti 

ed il fine equilibrio dell’attività e della concentrazione di queste popolazioni che deve essere 

mantenuto dal sistema immunitario, rappresenta un interessante aspetto da studiare per la 

comprensione del complesso processo infiammatorio che caratterizza le diverse patologie 

cardiovascolari. 
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Capitolo III 

Scopo del lavoro 

 

Lo sviluppo della placca aterosclerotica è una delle conseguenze dell’alterazione 

dell'equilibrio ossidativo e del metabolismo fisiologico, ma soprattutto dello stato 

infiammatorio di un individuo. Le cellule del sistema immunitario che danno inizio al 

processo infiammatorio sono i monociti-macrofagi; successivamente agiscono i linfociti che 

aderiscono all'endotelio non funzionale e si accumulano a livello della tonaca intima della 

parete delle arterie.  

Il reclutamento delle diverse popolazioni cellulari e la progressione della lesione 

aterosclerotica verso una placca stabile o instabile o verso la dissecazione della parete 

arteriosa sono strettamente correlate ad uno squilibrio tra fattori pro-aterogeni ed anti-

aterogeni. 

È stato dimostrato che alterazioni della percentuale delle diverse popolazioni monocitarie e 

linfocitarie e quindi anche della loro attività sono alla base di diverse patologie infiammatorie 

che affliggono il sistema cardiovascolare, tra cui l’aterosclerosi. 

In questo lavoro di tesi sono stati analizzati i subsets monocitari e linfocitari in pazienti che 

presentavano placche aterosclerotiche carotidee con stenosi maggiore del 70% sottoposti a 

tromboendoarteriectomia (TEA) ed in pazienti con dissecazione acuta dell’aorta di tipo A di 

Stanford; in particolare sono stati analizzati i monociti classici CD14++CD16-, i monociti 

intermedi CD14++CD16+, i monociti non classici CD14+CD16++, i linfociti T helper 17 

CD4+IL-17+, i linfociti T regolatori CD4+CD25+FoxP3+, la sottopopolazione dei linfociti T 

regolatori CD4+CD25-FoxP3-LAG3+ e i linfociti B CD19+.  

Queste popolazioni sono state quantizzate mediante analisi citofluorimetrica dei PBMC 

(cellule mononucleate del sangue periferico) estratti dal sangue periferico dei pazienti 

coinvolti nello studio. I dati ottenuti sono stati paragonati a quelli di un gruppo di controllo 

costituito da soggetti che presentano i principali fattori di rischio dell’aterosclerosi, come 

l’ipertensione, la dislipidemia, l’ipercolesterolemia, il diabete e il fumo. 

Il nostro è stato uno studio osservazionale che ha avuto come scopo ultimo quello di andare 

ad approfondire come il processo aterosclerotico possa evolvere verso diverse condizioni 

patologiche e come possa essere orientato dalle diverse popolazioni del sistema immunitario. 

Infatti, l’alterazione dell’equilibrio tra le varie popolazioni cellulari pro-infiammatorie ed anti-
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infiammatorie può influenzare la progressione del processo aterosclerotico verso una placca 

stabile, instabile o verso la dissecazione della parete arteriosa. 
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Capitolo IV 

Materiali e metodi 

 

1. Popolazione di studio 

In questo lavoro sono stati coinvolti 75 pazienti consecutivi che presentavano una stenosi 

carotidea maggiore del 70% sottoposti a tromboendoarteriectomia (TEA) presso il 

Dipartimento di Chirurgia Vascolare dell'Azienda Ospedaliera Sant'Andrea, Università degli 

studi di Roma “La Sapienza”. Di questi pazienti, 51 presentava una stenosi carotidea critica 

asintomatica (CAS-A) e 24 pazienti una stenosi carotidea critica sintomatica (CAS-S) in 

quanto sono andati incontro ad ictus. 

L’altro gruppo coinvolto nello studio è formato da 40 pazienti che presentavano una 

dissecazione acuta dell’aorta di tipo A di Stanford e reclutati presso il Dipartimento di Scienze 

Cardiovascolari, Respiratorie, Nefrologiche, Anestesiologiche e Geriatriche del Policlinico 

“Umberto I”, Università degli studi di Roma “La Sapienza”. 

Sono stati usati come controllo un gruppo di 49 pazienti (RF) paragonabili per età e sesso ai 

pazienti coinvolti nello studio e che presentavano i principali fattori di rischio 

cardiovascolare. 

Le caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti sono riportate nella Tabella 4.1. 

Di seguito sono elencati i criteri di inclusione ed esclusione utilizzati per la selezione dei 

pazienti inclusi nello studio. 

Nella selezione dei pazienti di controllo RF sono stati seguiti i seguenti criteri di esclusione: 

• stenosi carotidea > 20%; 

• sintomi cerebrovascolari acuti o anamnesi positiva per malattia cardiovascolare; 

• anamnesi positiva per neoplasie, malattie sistemiche infiammatorie o autoimmuni; 

• sindromi genetiche causa di patologia aortica; 

• anamnesi personale o familiare positiva per aneurisma o dissezione aortica. 

 

I gruppi CAS-A e CAS-S sono formati da pazienti con stenosi carotidea critica definita come 

restringimento del lume carotideo ≥ 70%; i pazienti sintomatici CAS-S inclusi presentano 

ictus o attacco ischemico transitorio (TIA). 

 Criteri di esclusione utilizzati nella selezione sono: 

• anamnesi positiva per neoplasie, malattie sistemiche infiammatorie o autoimmuni; 
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• anamnesi personale o familiare positiva per aneurismi o dissezione aortica. 

 

Nella selezione dei pazienti con dissecazione acuta dell’aorta di tipo A di Stanford, ovvero 

con dissecazione dell’aorta ascendente, i criteri di esclusione dallo studio utilizzati sono: 

• anamnesi positiva per neoplasie, malattie sistemiche infiammatorie o autoimmuni; 

• sindromi genetiche causa di patologia aortica;  

• anamnesi familiare positiva per aneurisma o dissezione aortica. 

 

 

  Gruppo 

RF 

n=49 

media±ds 

 Gruppo 

CAS-A 

n=51 

media±ds 

 Gruppo 

 CAS-S 

N=24 

media±ds 

 Gruppo  

AAD 

N=40 

media±ds 

 

Età (anni) 

 

61,26±7,45 

 

68,56±6,62 

 

67,25±13,1 

 

61,91±10,22 

Sesso 

Femminile (%) 

24/49 

(48,98%) 

18/51 

(35,29%) 

7/24 

(29,16%) 

11/40 

(27,50%) 

Diabete 10/49 

(20,40%) 

20/51 

(39,21%) 

6/24 

(25%) 

4/40 

(10%) 

Dislipidemia 36/49 

(73,46%) 

38/51 

(74,50%) 

20/24 

(83,33%) 

18/40 

(45%) 

Ipertensione 37/49 

(75,51%) 

47/51 

(92,15%) 

17/24 

(70,83%) 

40/40 

(100%) 

Fumo 17/49 

(34,69%) 

24/51 

(47,05%) 

15/24 

(62,5%) 

- 

BMI (n) 25,60±1,92 24,71±2,47 24,74±2,73 - 
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2. Estrazione dei PBMC (cellule mononucleate del sangue periferico) dal sangue periferico 

I PBMC sono stati ottenuti da sangue periferico dei pazienti. 

Dopo aggiunta di eparina, i campioni sono stati diluiti con Hanks' Balanced Salt Solution 

(HANK’S) 1X (Euroclone) in rapporto 1:2. Circa 30-35 ml di sangue diluito sono stati 

stratificati delicatamente su 15 ml di Limpholyte-H (Cederlane) e quindi centrifugati per 30 

minuti alla velocita di 800 rcf ed alla temperatura di 21°C, senza freno ed accelerazione per 

favorirne la stratificazione. I PBMC sono stati recuperati dall’interfaccia tra Lympholyte-H e 

plasma e lavati tre volte con HANK’S 1X in un volume totale di 50 ml come segue: 

• I° lavaggio: 20 minuti alla velocita di 650 rcf; 

• II° lavaggio: 15 minuti alla velocita di 580 rcf; 

• III° lavaggio: 10 minuti alla velocita di 580 rcf. 

I PBMC sono stati risospesi in Phosphate Buffered Saline (PBS) 1X (SIGMA) e contati al 

microscopio utilizzando la camera contaglobuli di Burker, quindi centrifugati per 10 minuti 

alla velocita di 580 rcf. 

Le cellule sono state risospese in RPMI 1640 (Euroclone) 2 mM L-glutamina (Euroclone), 

100 U/ml penicillina/streptomicina (Euroclone), 10% FBS (foetal bovine serum) (Euroclone) 

ed incubate over night a 37°C in atmosfera al 5% di CO2. 

 

 

3. Analisi FACS delle popolazioni immunitarie di studio 

I PBMC isolati come descritto precedentemente, sono stati utilizzati per analizzare le 

sottopopolazioni monocitarie, i linfociti Th17, i linfociti Treg e la sottopopolazione di Treg 

LAG3+, e i linfociti B mediante FACS Caliburr in seguito a marcatura con anticorpi specifici 

per ciascuna popolazione. Per l’identificazione di specifici antigeni di superficie e di 

marcatori intracellulari sono stati utilizzati tre colori di fluorescenza. Gli anticorpi impiegati 

sono coniugati a APC (Alloficocianina), a FITC (Fluorescina Isotiocianato) o a PE 

(Ficoeritrina). 

Per la marcatura dei monociti classici, intermedi e non classici sono stati utilizzati: 

• un anticorpo coniugato al FITC che riconosce il CD14; 

• un anticorpo coniugato a APC che riconosce il CD16; 

• un anticorpo coniugato al PE che riconosce HLA-DR. 

Per la marcatura dei linfociti T helper 17 sono stati utilizzati: 
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• un anticorpo coniugato ad APC che riconosce il CD4; 

• un anticorpo coniugato al PE che riconosce l'IL-17 intracellulare. 

Per la marcatura dei linfociti T regolatori sono stati utilizzati: 

• un anticorpo coniugato ad APC che riconosce il CD4; 

• un anticorpo coniugato al FITC che riconosce il CD25; 

• un anticorpo coniugato al PE che riconosce il Foxp3 intracellulare; 

• un anticorpo coniugato a PerCP5.5 che riconosce il LAG3+. 

Per la marcatura dei linfociti B sono stati utilizzati: 

• un anticorpo coniugato a PE che riconosce il CD19; 

• un anticorpo coniugato a FITC che riconosce il CD3 utilizzato per la selezione 

negativa dei linfociti T. 

Per ogni anticorpo (BD Bioscience) è stato utilizzato il rispettivo controllo isotipico come 

controllo per la compensazione e per confermare la specificità degli anticorpi. 

I kits Human FoxP3 buffer set (BD Pharmigen) E Cytofix/Cutoperm kit (BD Pharmigen) sono 

stati utilizzati per fissare e permeabilizzare le cellule durante la marcatura dei linfociti Treg e 

Th17, rispettivamente. 

L’analisi FACS è stata effettuata utilizzando il citofluorimetro FACS Calibur (Becton–

Dickinson) e il software Cell Quest Pro. 

 

 

3.1 Marcatura dei subsets monocitari per l’analisi al FACS 

I PBMC isolati dal sangue periferico sono stati diluiti con Stain Buffer (PBS con l'1% di FBS) 

alla concentrazione di 1*10
6
/100l cellule e trasferiti in tubi FACS. 

Le cellule sono state centrifugate alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C, il sovranatante e 

stato rimosso aspirandolo delicatamente e le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla 

concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l. Sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-CD14 (o 

controllo isotipico) al campione che è stato poi vortexato ed incubato per 20 minuti in 

ghiaccio protetto dalla luce. Successivamente le cellule sono state lavate aggiungendo 2 ml di 

Stain Buffer e centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C. Il sovranatante è 

stato aspirato delicatamente, le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla concentrazione 

di 1*10
6
 cellule/100l e sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-CD16 (o controllo isotipico). 

Il campione è stato vortexato ed incubato per 20 minuti in ghiaccio protetto dalla luce, quindi 
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è stato lavato aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 

minuti a 4° C. Il sovranatante è stato aspirato delicatamente, le cellule sono state risospese in 

Stain Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l e sono stati aggiunti 7l di anticorpo 

anti-HLA-DR (o controllo isotipico). Il campione è stato vortexato ed incubato per 20 minuti 

in ghiaccio protetto dalla luce, quindi è stato lavato aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e 

centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C. Infine il sovranatante è stato 

rimosso delicatamente e le cellule sono state risospese in 300l di Stain Buffer ed analizzate 

al FACS. 

 

 

3.2 Marcatura dei linfociti T helper 17 per l'analisi al FACS 

I PBMC isolati dal sangue periferico ed incubati, sono stati stimolati con 50 ng/ml di PMA (1 

metossi 2-propilacetato-SIGMA), 750 ng/ml di Ionomicina (SIGMA), 0,67 l/ml di 

Monensina (BD) in terreno RPMI 10% FBS per 4 ore a 37°C in atmosfera al 5% di CO2. 

Le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l, 

trasferite in tubi FACS e centrifugate alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C. Dopo aver 

rimosso il sovranatante delicatamente, le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla 

concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l e sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-CD4 (o 

controllo isotipico) al campione che è stato poi vortexato ed incubato per 30 minuti in 

ghiaccio protetto dalla luce. Il campione è stato quindi lavato con 1 ml di Stain Buffer e 

centrifugato alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C per 2 volte. Dopo aver rimosso 

delicatamente il sovranatante, le cellule sono state rispospese in 250l di 

Fixation/Permeabilization solution, incubate per 20 minuti in ghiaccio protette dalla luce, e 

quindi lavate 2 volte con 1 ml di 1X BD Perm/Wash Buffer centrifugando alla velocita di 

580rcf per 10 minuti a 4° C. Le cellule sono state risospese in 50l di 1X BD Perm/Wash 

Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l; sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-IL-

17 (o controllo isotipico) al campione che è stato poi vortexato ed incubato per 30 minuti in 

ghiaccio protetto dalla luce. Le cellule sono state quindi lavate con 1 ml 1X BD Perm/Wash 

Buffer mediante centrifugazione alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C per 2 volte. 

Infine il sovranatante è stato rimosso delicatamente e le cellule sono state rispospese in 300l 

di Stain Buffer ed analizzate al FACS. 
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3.3 Marcatura delle popolazioni di linfociti T regolatori per l'analisi al FACS 

I PBMC isolati dal sangue periferico sono stati risospesi in Stain Buffer alla concentrazione di 

1*10
6
 cellule/100l e trasferiti in tubi FACS. 

Le cellule sono state centrifugate alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C, il sovranatante è 

stato rimosso aspirandolo delicatamente e le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla 

concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l. 

Sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-CD4 (o controllo isotipico) al campione che è stato 

poi vortexato ed incubato per 20 minuti in ghiaccio protetto dalla luce, le cellule sono state 

poi lavate aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 

minuti a 4° C. Il sovranatante è stato aspirato delicatamente, le cellule sono state risospese in 

Stain Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l e sono stati aggiunti 7l di anticorpo 

anti-CD25 (o controllo isotipico). Il campione è stato vortexato ed incubato per 20 minuti in 

ghiaccio protetto dalla luce, quindi è stato lavato aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e 

centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C. Il sovranatante è stato aspirato 

delicatamente, le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 

cellule/100l e sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-LAG3 (o controllo isotipico). Il 

campione è stato vortexato ed incubato per 30 minuti in ghiaccio protetto dalla luce, quindi è 

stato lavato aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 

minuti a 4° C. Il sovranatante è stato rimosso aspirando delicatamente, le cellule sono state 

risospese in 2ml di 1X Human Foxp3 Buffer A, vortexate ed incubate per 10 minuti a 

temperatura ambiente protette dalla luce. Il campione è stato centrifugato alla velocita di 

580rcf per 10 minuti a 4° C, risospeso in 2 ml di Stain Buffer e centrifugato nuovamente alla 

velocita di 580rcf per 10 minuti a 21° C. Dopo aver rimosso il sovranatante, le cellule sono 

state risospese in 0.5 ml di 1X working solution Human Foxp3 Buffer C, vortexate ed 

incubate per 30 minuti a temperatura ambiente protette dalla luce. Dopo aver aggiunto 2 ml di 

Stain Buffer, le cellule sono state centrifugate alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 21° C, 

quindi il sovranatante è stato rimosso e le cellule sono state nuovamente risospese in 2 ml di 

Stain Buffer e centrifugate a 580rcf per 10 minuti a 21°C. Il sovranatante è stato rimosso 

delicatamente e le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 

cellule/100l, quindi sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-Foxp3 (o controllo isotipico), il 

campione è stato poi vortexato ed incubato per 30 minuti a temperatura ambiente protetto 

dalla luce. Sono stati aggiunti 2 ml di Stain Buffer ed il campione è stato centrifugato alla 
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velocita di 580rcf per 10 minuti a 21° C; le cellule sono state risospese nuovamente in 2 ml di 

Stain Buffer e centrifugate a 580rcf per 10 minuti a 21° C. Infine il sovranatante è stato 

rimosso delicatamente e le cellule sono state risospese in 300l di Stain Buffer ed analizzate 

al FACS. 

 

 

3.4 Marcatura dei linfociti B per l'analisi al FACS 

I PBMC isolati dal sangue periferico sono stati risospesi in Stain Buffer alla concentrazione di 

1*10
6
 cellule/100l e trasferite in tubi FACS. 

Le cellule sono state centrifugate alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C, il sovranatante è 

stato rimosso aspirandolo delicatamente e le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla 

concentrazione di 1*10
6
 cellule/100l. Sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-CD3 (o 

controllo isotipico) al campione che è stato poi vortexato ed incubato per 20 minuti in 

ghiaccio protetto dalla luce, le cellule sono state poi lavate aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e 

centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 minuti a 4° C. Il sovranatante è stato aspirato 

delicatamente, le cellule sono state risospese in Stain Buffer alla concentrazione di 1*10
6
 

cellule/100l e sono stati aggiunti 7l di anticorpo anti-CD19 (o controllo isotipico). Il 

campione è stato vortexato ed incubato per 20 minuti in ghiaccio protetto dalla luce, quindi è 

stato lavato aggiungendo 2 ml di Stain Buffer e centrifugando alla velocita di 580rcf per 10 

minuti a 4° C. Infine il sovranatante è stato rimosso delicatamente e le cellule sono state 

risospese in 300l di Stain Buffer ed analizzate al FACS. 

 

 

4. Analisi statistica dei dati 

I risultati ottenuti dall'analisi FACS sono stati espressi come valore medio ± SD. I dati ottenuti 

sono stati sottoposti ad analisi statistica utilizzando il test non parametrico One-way ANOVA 

ed il post test di Bonferroni e i risultati sono stati considerati significativi con un valore di 

*p<0.05. L'analisi statistica è stata effettuata utilizzando il programma GraphPad Prism 5 

software (GraphPad software Inc.). 
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Capitolo V 

Risultati 

 

Le cellule isolate dal sangue periferico dei pazienti mediante gradiente di densità sono state 

sottoposte a marcatura con anticorpi specifici ed analizzate mediante analisi FACS per 

determinare la concentrazione delle sottopopolazioni monocitarie e linfocitarie.  

 

 

1. Analisi delle sottopopolazioni monocitarie 

Le cellule sono state selezionate inizialmente in base alle caratteristiche fisiche grandezza e 

granulosità mediante i parametri FSC e SSC rispettivamente ed è stato disegnato un ampio 

gate intorno alla popolazione di interesse per escludere i linfociti ed i detriti. Queste cellule 

sono state poi visualizzate su un plot CD14 vs CD16.  

Per evitare che le cellule Natural Killer (NK) che esprimono il CD16 interferissero con la 

conta dei monociti, questi ultimi sono stati selezionati usando un anticorpo che riconosce 

l’HLA-DR espresso sulla superficie dei monociti ma non su quella delle NK. 

I monociti classici CD14++CD16-, i monociti intermedi CD14+CD16+ e i monociti non 

classici CD14+CD16++ (Figura 5.1), sono stati identificati e quantizzati attraverso 

l’espressione sulla loro superficie dei marker CD14 e CD16. 

Figura 5.1 Identificazione delle sottopopolazioni monocitarie mediante l’espressione dei 

marker di superficie CD14 e CD16: a) Monociti classici CD14++ CD16- b) Monociti 

Intermedi CD14+ CD16+ c) Monociti non classici CD14+ CD16++ 
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Dall'analisi delle sottopopolazioni monocitarie abbiamo osservato un aumento della 

percentuale dei monociti classici negli AAD rispetto sia ai CAS (p<0.05) che agli RF (p<0.05) 

(Figura 5.2). I monociti classici svolgono un'attività di protezione nei confronti dei patogeni e 

una causa di dissecazione in pazienti predisposti è la presenza di infezioni batteriche e virali. 

Nei monociti non classici non abbiamo osservato differenze statisticamente significative tra i 

tre gruppi studiati (Figura 5.3). Possiamo, però, affermare che la percentuale di questa 

popolazione diminuisce sia nella stenosi che nella dissecazione rispetto al gruppo di controllo 

e poiché i monociti non classici svolgono un'attività di sorveglianza dei tessuti, la loro 

diminuzione e quindi il venir meno di questa loro attività potrebbe essere una concausa 

dell'insorgenza della patologia. 

Per quanto riguarda i monociti intermedi abbiamo riscontrato una riduzione negli AAD 

rispetto sia ai CAS che agli RF (p<0.05) (Figura 5.4). Essendo i monociti intermedi una 

popolazione con attività prettamente pro-infiammatoria, dalla letteratura si evince che questi 

siano in grado di orientare la risposta infiammatoria verso una risposta mediata dai Th1 e dai 

Th17 nella stenosi. 
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Figura 5.2 Analisi citofluorimetrica della popolazione 

monocitaria classica; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figura 5.3 Analisi citofluorimetrica della popolazione 

monocitaria intermedia; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figura 5.4 Analisi citofluorimetrica della popolazione 

monocitaria non classica; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. 
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2. Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie T CD4+ 

Le cellule sono state selezionate inizialmente in base alle caratteristiche fisiche grandezza e 

granulosità mediante i parametri FSC e SSC rispettivamente ed è stato disegnato un ampio 

gate intorno alla popolazione di interesse per escludere i monociti ed i detriti (Figura 5.5 A). 

Le cellule sono state poi selezionate in base all’espressione del CD4 (Figura 5.5 B). 

I risultati relativi all’analisi dei linfociti T CD4+ hanno dimostrato valori significativamente 

ridotti nei pazienti del gruppo CAS-A (p<0.05), CAS-S (p<0.05) e AAD (p<0.05) rispetto al 

gruppo di controllo RF (Figura 5.6). 

 

 

Figura 5.5 Identificazione della popolazione dei linfociti CD4+ 

Figura 5.6 Analisi citofluorimetrica della popolazione 

linfocitaria T CD4+; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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2.1 Analisi dei linfociti T helper 17 

All’interno della popolazione linfocitaria CD4 positiva sono stati analizzati i linfociti T helper 

17, identificati mediante l’espressione intracellulare dell’IL-17 (Figura 5.7).  

Abbiamo osservato che nei pazienti asintomatici CAS-A vi è un aumento dei linfociti Th17 

rispetto ai CAS-S (p<0.05), agli AAD (p<0.01) e rispetto al gruppo di controllo degli RF 

(p<0.05) (Figura 5.8). Questo potrebbe significare che il Th17 sono presenti ed attivi durante 

tutto il processo aterosclerotico e che in particolare aumentano nelle fasi tardive della 

patologia ma non sono coinvolti nell'instabilità di placca e nella dissecazione della parete 

arteriosa, i due eventi acuti studiati della patologia. 

 

 

 

 

 

Figura 5.7 Identificazione della sottopopolazione dei linfociti T 

helper 17 mediante l’espressione del marker di superficie CD4 e 

dell’IL17 intracellulare 
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Figura 5.8 Analisi citofluorimetrica della popolazione 

linfocitaria T helper 17; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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2.2 Analisi dei linfociti T regolatori FoxP3+ e LAG3+ 

All’interno della popolazione linfocitaria CD4 positiva, i linfociti T regolatori classici sono 

stati identificati mediante l’espressione del CD25 e del FoxP3 (Treg FoxP3+) mentre la 

popolazione dei linfociti T regolatori LAG3+ (Treg LAG3+) stata identificata dall’espressione 

del marker LAG3 ed in quanto non esprime il CD25 ed il FoxP3 (Figura 5.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9 Analisi citofluorimetrica delle sottopopolazioni dei linfociti T regolatori 

mediante l’espressione dei marker CD4 CD25 e FoxP3 per i linfociti Treg classici e 

dei marker CD4 e LAG3 per i linfociti T reg Lag3+. 
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Dall’analisi dei linfociti Treg FoxP3+ abbiamo osservato un aumento significativo nei CAS-S 

rispetto ai CAS-A (p<0.05) ed una loro diminuzione in tutti i gruppi CAS-A, CAS-S e AAD 

rispetto al gruppo di controllo RF che è risultata essere non statisticamente significativa 

(Figura 5.10). 

 

 

 

 

 

Per quanto riguarda i Treg LAG3+ abbiamo osservato un andamento diverso: nei gruppi 

CAS-S e AAD abbiamo riscontrato una riduzione dei loro valori sia rispetto al gruppo di 

controllo RF che al gruppo CAS-A che è risultata essere statisticamente significativa rispetto 

al gruppo CAS-A (CAS-A vs CAS-S e CAS-A vs AAD p<0.05) (Figura 5.11). 

 

 

 

 

 

Figura 5.10 Analisi citofluorimetrica della popolazione linfocitaria T 

regolatoria classica FoxP3+; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Infine, il rapporto Treg LAG3+/ Treg FoxP3+ (Figura5.12) aumenta nei pazienti CAS-A 

rispetto a tutti gli altri gruppi con una significatività statistica presente solo rispetto ai CAS-S 

(p<0.05). Inoltre abbiamo riscontrato un aumento, anche se non significativo, del gruppo 

AAD rispetto al gruppo CAS-S. 

 

Figura 5.11 Analisi citofluorimetrica della popolazione 

linfocitaria T regolatoria classica FoxP3+; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. 

Figura 5.12 Analisi del rapporto tra la popolazione linfocitaria T 

regolatoria LAG3 positiva e la popolazione linfocitaria T 

regolatoria classica FoxP3+; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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3. Analisi dei linfociti B 

Le cellule sono state selezionate inizialmente in base alle caratteristiche fisiche grandezza e 

granulosità mediante i parametri FSC e SSC rispettivamente ed è stato disegnato un ampio 

gate intorno alla popolazione dei linfociti totali per escludere i monociti ed i detriti. I linfociti 

T, invece, sono stati esclusi attraverso l’utilizzo di un anticorpo che riconosce il CD3 espresso 

sulla loro superficie ed i linfociti B sono stati selezionati in base all’espressione del CD19 

(Figura 5.13).  

 

 

 

 

Dall’analisi di questa popolazione abbiamo riscontrato un aumento nel gruppo AAD rispetto a 

tutti gli altri gruppi che è risultato essere statisticamente significativo rispetto al gruppo CAS-

S (p<0.05) che è risultato essere il gruppo con la minore espressione di linfociti B (Figura 

5.14). 

Nei pazienti con dissecazione acuta dell’aorta l’andamento delle diverse popolazioni 

leucocitarie risulta molto simile alla stenosi carotidea critica sintomatica mentre le due 

patologie si differenziano nell’espressione dei linfociti B. Inoltre in letteratura è riportato che i 

linfociti B svolgono un ruolo protettivo nei confronti dell’aterosclerosi producendo anticorpi 

contro le oxLDL e le fosfocoline (Ameli S. et al. 1996), quindi anche la diminuzione dei 

linfociti B nei pazienti con stenosi sintomatica potrebbe favorire la rottura della placca. 

 

Figura 5.13 Identificazione della popolazione dei linfociti B mediante l’espressione del CD19. 
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Parte dei risultati descritti in questo capitolo sono stati pubblicati nell’articolo “Regulatory T 

CD4+CD25+ lymphocytes increase in symptomatic carotid artery stenosis” Del Porto F, 

Cifani N, Proietta M, Perrotta S, Dito R, Di Gioia C, Carletti R, Rizzo L, Orgera G, Rossi M, 

Ferri L, Tritapepe L, Taurino M. Annals of Medicine, 2017 Jun;49(4):283-290 in seguito 

riportato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.16 Analisi citofluorimetrica della popolazione dei 

linfociti B; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Capitolo VI 

Conclusioni 

 

Questo studio osservazionale ha avuto come scopo quello di analizzare le popolazioni 

cellulari del sistema immunitario coinvolte nell’evoluzione del processo aterosclerotico, più in 

dettaglio di quei meccanismi infiammatori che esercitano un’azione volta alla 

destabilizzazione della placca o alla perdita dell’integrità parietale delle arterie di grande 

calibro. 

Nell’ambito delle manifestazioni acute dell’aterosclerosi la nostra indagine si è soffermata 

sull’analisi di due patologie in particolare, la stenosi carotidea critica sintomatica (gruppo 

CAS-S) e la dissecazione acuta dell’aorta (gruppo AAD). La scelta è stata guidata dall’ipotesi 

secondo cui i due eventi acuti presi in esame, sebbene estremamente differenti tra loro, siano 

guidati dall’attività infiammatoria del sistema immunitario e, quindi, abbiamo voluto valutare 

eventuali differenze e similitudini nei meccanismi infiammatori attivati durante la loro 

evoluzione. 

Nel nostro studio è risultato evidente il differente ruolo dell’immunità innata ed adattativa 

nella destabilizzazione della placca e nella dissecazione; le popolazioni leucocitarie 

principalmente coinvolte nella dissecazione acuta dell’aorta sono per la maggior parte 

costituite da cellule dell’immunità innata, in particolar modo dai monociti-macrofagi, mentre 

nella stenosi carotidea critica è stata riscontrata un’elevata percentuale di linfociti, tra cui la 

sottopopolazione maggiormente rappresentata è costituita da linfociti T CD4+. 

I monociti rappresentano un reservoir di cellule mieloidi fondamentali per il rinnovamento dei 

macrofagi tissutali e cellule dendritiche ma sono anche in grado di svolgere attività effettrici, 

di presentazione dell’antigene e attività regolatorie. 

Dall'analisi delle sottopopolazioni monocitarie abbiamo osservato un aumento della 

percentuale dei monociti classici nei pazienti con dissecazione rispetto ai pazienti con stenosi 

sintomatica. I monociti classici svolgono un'attività di protezione nei confronti dei patogeni e 

una causa di dissecazione in pazienti predisposti è la presenza di infezioni batteriche e virali. 

Questo risultato, quindi, conferma l’ipotesi di un contributo microbico nell’attivazione del 

processo infiammatorio attivato durante il rimodellamento della parete arteriosa nella 

dissecazione. 
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Non abbiamo riscontrato, invece, differenze statisticamente significative riguardo la 

percentuale della popolazione monocitaria non classica tra i gruppi studiati. Nonostante ciò 

abbiamo osservato che vi è una diminuzione della percentuale di questa popolazione sia nella 

stenosi che nella dissecazione rispetto al gruppo di controllo; poiché i monociti non classici 

svolgono un'attività di sorveglianza dei tessuti, la loro diminuzione e quindi il venir meno di 

questa loro attività di patrolling potrebbe essere una concausa dell'insorgenza o 

dell’acutizzarsi della patologia aterosclerotica. 

La popolazione monocitaria intermedia risulta diminuita nei pazienti con dissecazione aortica 

ma non in quelli con stenosi carotidea critica. I monociti intermedi sono una popolazione con 

attività pro-infiammatoria e infatti dalla letteratura si evince che questi siano in grado di 

orientare la risposta infiammatoria verso una risposta mediata dai linfociti T CD4+. Questo 

quindi potrebbe spiegare perché nella dissecazione aortica i pazienti vanno incontro a 

linfopenia con una diminuzione spiccata della popolazione linfocitaria pro-infiammatoria a 

differenza invece della stenosi carotidea che è caratterizzata dall’attivazione di una risposta 

infiammatoria mediata principalmente dai componenti dell’immunità adattativa. 

Questi dati ci hanno quindi spinti ad approfondire anche il ruolo delle popolazioni 

infiammatorie protagoniste della risposta adattativa con particolare attenzione al ruolo svolto 

dei linfociti T CD4+. Tra le popolazioni CD4 positive abbiamo soffermato la nostra 

attenzione sui linfociti Th17 e sui T regolatori. Dalla letteratura si evince che i linfociti Th17 

svolgono un’attività pro-infiammatoria ma ci sono opinioni contrastanti riguardo il loro ruolo 

nel processo aterosclerotico. I linfociti T regolatori, invece, svolgono un’attività anti-

infiammatoria per mezzo di meccanismi di contatto cellulare e tramite il rilascio di citochine 

anti-infiammatorie come IL-10 e TGF- e svolgono un ruolo protettivo nei confronti 

dell’aterosclerosi. 

Nel nostro studio abbiamo osservato che nei pazienti con stenosi carotidea asintomatica vi è 

un aumento dei linfociti Th17 rispetto sia ai pazienti con stenosi carotidea sintomatica sia 

rispetto ai pazienti con dissecazione che rispetto al gruppo di controllo. Questo potrebbe 

significare che i linfociti Th17 sono presenti ed attivi durante tutto il processo aterosclerotico 

e che in particolare aumentano nelle fasi tardive della patologia ma non sono coinvolti 

nell'instabilità di placca.  

Per quanto riguarda i linfociti T regolatori, invece, abbiamo osservato un aumento nei pazienti 

con stenosi carotidea sintomatica rispetto ai pazienti con stenosi carotidea asintomatica ed una 
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loro diminuzione nei pazienti con stenosi carotidea asintomatica rispetto anche al gruppo di 

controllo. I dati ottenuti suggeriscono che questa popolazione rappresenti un pattern 

caratteristico di questa patologia nonostante ci aspettassimo una loro diminuzione nella 

patologia acuta essendo una popolazione che svolge attività anti-infiammatoria. 

Successivamente, infatti siamo andati a studiare in maniera più approfondita la popolazione 

dei linfociti T regolatori ed in particolare la nostra attenzione si è soffermata su una 

sottopopolazione di Treg che esprime il LAG3, un marker di membrana analogo al CD4, e 

che non necessita dell’espressione del FoxP3 per svolgere la propria attività regolatoria. 

Questa popolazione linfocitaria sta recentemente suscitando interesse in quanto è la 

popolazione che produce le maggiori quantità di IL-10 e TGF-, due citochine con attività 

prettamente anti-infiammatoria, ed è anche in grado di svolgere la propria attività attraverso 

meccanismi contatto-dipendenti (Liang et al. 2008). 

Abbiamo osservato che nei pazienti con stenosi asintomatica, sintomatica e nella dissecazione 

vi è una diminuzione dei linfociti T CD4 totali e che tra le popolazioni CD4 positive, i 

linfociti T regolatori FoxP3+ aumentano nei pazienti con stenosi carotidea sintomatica 

rispetto ai pazienti con stenosi carotidea asintomatica; al contrario, quando si verifica 

un’acutizzazione della patologia vi è una diminuzione dei livelli dei linfociti LAG3+ nelle 

due patologie sintomatiche. La riduzione significativa dei LAG3+ nei CAS-S e negli AAD è 

interessante vista la presenza in letteratura di studi che correlano bassi livelli di IL-10 ad un 

aumentato rischio di sviluppare un evento cerebrale acuto (Van Exel E et al. 2002). 

Nella dissecazione acuta dell’aorta e nella stenosi carotidea critica le cellule dell’immunità 

adattativa hanno un andamento molto simile; ciò che differenzia queste due patologie è 

risultato essere l’aumento dei linfociti B nei pazienti con dissecazione rispetto ai pazienti con 

stenosi sintomatica. È stato osservato che esiste una stretta correlazione tra l’attivazione di 

una reazione infiammatoria in risposta alla presenza di agenti infettivi e l’insorgenza di 

placche aterosclerotiche (Gredmark-Russ S et al. 2009). In soggetti predisposti l’esposizione 

ad antigeni, come avviene nelle infezioni, potrebbe quindi aumentare il rischio di sviluppare 

patologie vascolari come la stenosi carotidea critica e la dissecazione aortica andando ad 

influenzare la risposta immunitaria. 

Alla luce di questi dati potremmo concludere che la risposta immunitaria innata è 

probabilmente maggiormente coinvolta nella dissecazione aortica e che l’aumento dei 
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monociti classici e dei linfociti B nei pazienti AAD supporta l’ipotesi di un contributo 

microbico all’indebolimento della parete arteriosa ed alla conseguente dissecazione dell’aorta. 

L’acutizzarsi della stenosi carotidea sembrerebbe essere, invece, causata da un’alterazione 

dell’equilibrio tra fattori pro-infiammatori ed anti-infiammatori tipicamente attivati durante la 

risposta infiammatoria adattativa.  

I linfociti pro-infiammatori T helper 17 sembrerebbero essere coinvolti nell’insorgenza e 

durante tutto il processo aterosclerotico ma non nella fase di destabilizzazione della placca 

aterosclerotica; ciò che invece potrebbe essere il responsabile dell’alterazione di questo fine 

equilibrio del sistema immunitario è la variazione del rapporto tra le due popolazioni T 

regolatorie. In particolare la stenosi carotidea critica sintomatica è caratterizzata dalla 

diminuzione dei linfociti T CD4+ totali, dall’aumento dei linfociti Treg classici e dalla 

diminuzione dei linfociti Treg LAG3+ rendendo quindi la diminuzione di quest’ultima 

popolazione con attività anti-infiammatoria una probabile responsabile della perdita 

dell’equilibrio alla base della risposta infiammatoria e quindi all’insorgenza della 

sintomatologia acuta. Infine, nonostante la dissecazione acuta dell’aorta e la stenosi carotidea 

critica siano due condizioni imputabili a due diversi componenti del sistema immunitario 

(immunità innata nella dissecazione e adattativa nella stenosi carotidea sintomatica) sembra 

che il ruolo dei linfociti T regolatori sia simile nelle due patologie acute. 
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