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SUMMARY

Research from both the bench and clinic has led to the understanding that cholesterol metabolism and
immune response are tightly connected. The exclusive role of lipids in the onset of cardiovascular dis-
eases and, particularly, atherosclerosis has nowadays been replaced by the emerging concept of an inter-
play between metabolic function and activation of immune cells. In this scenario, the CANTOS trial has
provided for the first time a reliable rationale for targeting inflammation beyond controlling plasma lipids
to limit CVD risk. The aim of the present review is to provide a broad comprehension of the molecular
circuits that couple intracellular lipid metabolism to the innate and adaptive immune response and their
relevance in clinic application. While it is thoroughly accepted that dysregulation of immune response
participates to atherogenesis, it is becoming clear that dysmetabolism may directly affect functions of
immune cell by shaping their metabolic requirements. Therefore, looking to immunity has emerged as a
novel option for the treatment of inflammation associated to cardiovascular diseases, on top of lipid-low-
ering drugs, although more clinical data are needed to test the synergistic effect of anti-inflammatory and
CVD therapies; on the other hand, growing data from basic research suggest that targeting intracellular
lipid metabolism, especially cholesterol, would potentially promise a novel therapeutic management of
inflammatory conditions.
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Colesterolo € infiammazione
nell'aterosclerosi: la doppia faccia
della stessa medaglia?

La scoperta delle statine, inibitori com-
petitivi delle HMGCoA reduttasi, ha for-
nito la prima solida evidenza della corre-
lazione tra ipercolesterolemia e malattie
cardiovascolari tanto che, a distanza di 40
anni, rappresentano ancora il cardine della
terapia ipolipemizzante.

Tuttavia, gia a partire dagli anni ‘80,
numerosi studi sperimentali e clinici sug-
gerivano uno scenario pitt complesso della
fisiopatologia delle malattie cardiovascola-
ri: non solo I'analisi bioptica delle placche
aterosclerotiche rivelo la presenza di dif-
ferenti popolazioni di cellule immunitarie,
ma divenne chiaro, grazie al Physicians’
Health Stud, che i livelli plasmatici al base-
line del marcatore di infiammazione pro-
teina C-reattiva ad alta sensibilita (hsCRP)
erano in grado di predire il rischio di in-
farto miocardico e ictus in soggetti appa-
rentemente sani, indipendentemente dalla
presenza di tradizionali fattori di rischio.

Queste evidenze portarono alla fine
degli anni ‘90 alla ridefinizione dell’atero-
sclerosi quale patologia infiammatoria cro-
nica guidata guidata da una condizione di
dislipidemia, definizione tutt'oggi ancora
valida.

Accumulo di colesterolo intracellulare:
meccanismi molecolari associati alla
risposta infiammatoria

La ritenzione di lipoproteine contenenti
apo-B nell'intima delle arterie € da sempre
considerato il fattore scatenante I'instau-
rarsi di un processo di infiammazione lo-
cale e cronica, che promuove ed aggrava
la lesione aterosclerotica; tuttavia, gia la
sola dislipidemia contribuisce ad instau-
rare una risposta infiammatoria a livello
sistemico, che si riflette in un aumento

dei livelli circolanti di linfociti T attivati (1,
2), suggerendo che l'alterazione sia loca-
le che sistemica della risposta immuno-
inflammatoria partecipi alla fisiopatologia
delle malattie cardiovascolari.

I macrofagi sono stati per primi identifi-
cati come le cellule immunitarie implicate
nel processo aterosclerotico perché re-
sponsabili dell’endocitosi di lipoproteine a
bassa densita (LDL) sia nella loro forma
nativa che modificata (3); mentre il primo
rappresenta un processo altamente regola-
to dalla quantita di LDL-recettore presente
in membrana, l'uptake di LDL modificate &
responsabile dell'accumulo massivo di co-
lesterolo intracellulare (4). Nel lisosoma,
la lipasi acida lisosomiale (LLAL), idroliz-
zando l'estere, genera colesterolo libero
(FC) (5), centrale nella regolazione del
metabolismo lipidico intracellulare. Difat-
ti, la sua liberazione nel citoplasma pro-
voca il blocco della via guidata dal fattore
di trascrizione SREBP (sterol regulatory
element binding protein) e I'attivazione di
LXR (liver X receptor), che promuove la
trascrizione di geni coinvolti nell’efflusso
di colesterolo, quali i trasportatori ABCA1
e ABCG1 (ATB binding cassette) (Figura
1). Levoluzione dell’aterosclerosi € stretta-
mente dipendente da alterazioni di questi
meccanismi, non solo come conseguenza
della dislipidemia che ne deriva, ma anche
per effetti sulla risposta infiammatoria. La
compromissione dell’efflusso di colestero-
lo in animali knock-out per i trasportatori
ABCA1 e ABCGI, infatti, parallelamente
all’aterosclerosi, incrementa la responsivi-
ta ai recettori toll-like (TLRs) e la produ-
zione di citochine pro-infiammatorie come
CCL2 e CCL3 da parte dei macrofagi (6).
Tontonoz e colleghi furono pionieri nel ri-
velare i meccanismi molecolari che legano
metabolismo e infiammazione dimostran-
do come I'attivazione di LXR nei macrofagi
fosse in grado di sopprimere la trascrizio-
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ne di geni pro-infiammatori quali iNOS
(ossido nitrico sintetasi inducibile), COX-2
(ciclossigenasi 2) e IL-6 (interleuchina 6),
tramite l'inibizione della via NF-«B (nucle-
ar factor kappa-light-chain-enhancer of ac-
tivated B cells) indotta dalla stimolazione
con lipopolisaccaride (LPS) (7). Recente-
mente, il lungo RNA non codificante (In-
cRNA), Mexis (Macrophage-Expressed
LXR-Induced Sequence) ¢ stato indivi-
duato quale modulatore dell’attivazione di
LXR e dell’espressione di ABCA1 fornendo
cosi nuovi dettagli sulla regolazione cellu-
lare del metabolismo del colesterolo; topi
LDLR KO trapiantati con midollo osseo di
topi Mexis KO presentano infatti una ri-
dotta espressione di ABCA1, un aumento
dell’espressione di geni pro-infliammatori
e un’aumentata aterosclerosi (8).

Parallelamente, ¢ interessante osserva-
re come, in contesti differenti dall’atero-
sclerosi, quali alcune malattie autoimmu-
nitarie, vedi il lupus eritematoso sistemico
(SLE) e l'artrite reumatoide (RA), altera-
zioni del metabolismo lipidico intracellu-
lare ne peggiorino il quadro clinico. Topi
ABCA1/G1 KO manifestano un fenotipo
simile al lupus caratterizzato dall'insor-
genza di glomerulonefriti, linfoadenopatia
e presenza di autoanticorpi (9), similmen-
te a quanto osservato in topi apoE KO/
LXRB KO dopo trattamento con una dieta
ricca in colesterolo (10). Entrambi i lavori
individuano I'accumulo di colesterolo nel-
le cellule dendritiche come responsabile
della loro iper-reattivita, che si traduce in
un aumento del rilascio di citochine pro-
inflammatorie (IL-1p, IL-18, IL-6, IL-12) e
dell’attivazione di linfociti T e B.

Un corretto bilancio della concentra-
zione intracellulare di colesterolo appa-
re dunque cruciale per il controllo della
fisiologica risposta immunitaria; difatti,
sebbene necessario per la sopravvivenza
e la proliferazione, la cellula ha elaborato

una serie di meccanismi per controllare
la quantita di colesterolo libero intracel-
lulare, cosi che quando in eccesso, venga
accumulato in membrana plasmatica, tra-
sformato in metaboliti meno tossici, gli os-
sisteroli, o ri-esterificato tramite I'enzima
ACAT (acyl-CoA:cholesterol acyltransfe-
rase) e stoccato in gocce lipidiche (lipid
droplets, LD).

Accumulo di colesterolo nella membrana
plasmatica: il ruolo dei lipid rafts nelle
cellule immunitarie

Pitt del 90% del colesterolo e localiz-
zato nella membrana plasmatica dove si
concentra in microdomini altamente spe-
cializzati, chiamati lipid rafis, che, influen-
zando proprieta e funzioni di proteine ivi
localizzate, mediano i segnali dall’ambien-
te extracellulare a quello intracellulare. Le
cellule immunitarie concentrano una serie
di recettori, tra cui i TLRs, il recettore del-
le cellule T (TCR) e B (BCR), il complesso
maggiore di istocompatibilita II (MHCII)
nei rafts, la cui estensione favorisce I'accu-
mulo di tali recettori in membrana, influen-
do cosi la responsivita e la conseguente
attivazione della cellula (Figura 1). L'au-
mentata risposta infiammatoria osservata
nei macrofagi privi dei trasportatori ABC
trattati con oxLLDL é stata infatti associata
ad un’aumentata localizzazione dei TLRs
nei lipid rafts (6). In modo simile, la man-
canza dell’apolipoproteina E nelle cellule
dendritiche promuove la localizzazione
del complesso MHCII nei rafts, traducen-
dosi in un’iper-reattivita di queste cellule,
che spiega in parte la maggiore attivazio-
ne della risposta immunitaria osservata in
topi apoE KO (11). Inoltre, la monocitosi
e neutrofilia che si accompagna all’acce-
lerato processo aterosclerotico osservato
in topi apoE KO e ABCA1/ABCG1 KO
sono state associate ad un accumulo di
lipid rafts in cellule progenitrici circolan-
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Aumentata risposta immunitaria:
Attivazione dell’inflammasoma, produzione di
citochine pro-infiammatorie incontrollata
proliferazione

Promozione delle malattie a carattere inflammatorio
ATEROSCLEROSI

Figura | - Alterazioni del metabolismo intracellulare si associano ad
un’aumentata risposta immuno-infiammatoria.

La quantita di colesterolo intracellulare e finemente regolata a piu li-
velli. Una riduzione dell’efflusso di colesterolo o un aumento del suo
uptake nella forma di LDL ossidate (oxLDL) aumenta la concentrazio-
ne intracellulare di colesterolo libero (FC), derivato per idrolisi della
forma esterificata ad opera della LAL (lipasi acida lisosomiale). FC ¢ il
modulatore principale del metabolismo lipidico intracellulare e il suo
accumulo influenza I'attivita dei fattori di trascrizione LXR (liver X re-
ceptor) e SREBP (sterol element binding protein), promuovendo quel-
la del primo e bloccando quella del secondo. Quando questo meccani-
smo non compensa, I'eccesso di colesterolo viene conservato in gocce
lipidiche, stipato in membrana plasmatica dove partecipa alla forma-
zione di lipid rafts e alla co-localizzazione di recettori immunitari, tra i
quali TLRs (recettore toll-like), TCR e BCR (recettore delle cellule T e
B) e MHCII (complesso maggiore di istocompatibilita), oppure viene
convertito, per via enzimatica e non, in ossisteroli. Tali processi sono
associati ad un aumento della risposta immuno-infiammatoria (attiva-
zione dell'inflammasoma, produzione di citochine pro-inflammatorie,
proliferazione cellulare incontrollata) che promuovo e sostengono le
patologie a carattere inflammatorio, quali appunto I'aterosclerosi.

ti (HSCs) che, promuovendo la localizza-
zione superficiale dei recettori dell'lL-3,
IL-5 e GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), ne induce una
incontrollata proliferazione (6, 12). All'op-
posto, I'overespressione di apoAl in questi
modelli animali € stata in grado di ridurre
I’ematopoiesi midollare; difatti, la promo-
zione dell’efflusso, tramite 'uso di accet-
tori specifici e non di colesterolo, quali le
HDL, T'apo Al o la p-metilciclodestrina,
ha dimostrato di ridurre l'estensione dei
lipid rafts e la co-localizzazione dei recet-
tori superficiali, limitando [Iattivazione
immunitaria (13). Il trattamento con HDL
si & dimostrato anche efficace nel ridurre
I'infliammazione della placca ateroscle-
rotica in modelli animali di artrite dove
l'aumentata aterosclerosi € stata associa-
ta all’eccessiva mielopoiesi per accumulo
di lipid rafts nella membrana delle cellule
ematopoietiche, fenomeno provocato dal-
la downregolazione dei trasportatori ABC e
apoE indotta dalla costante infiammazione
sistemica connessa alla malattia autoim-
munitaria (14).

Questi risultati suggeriscono che cam-
biamenti nella quantita di colesterolo in
membrana possano essere sfruttati per
ottenere risposte immunitarie specifiche
per la condizione patologica in studio. In-
fatti, se da un lato, la deplezione dei rafts
diminuisce la responsivita immunitaria,
riducendo cosi il fenomeno ateroscleroti-
co, al contrario, un aumento dei rafts am-
plifica la risposta immunitaria. Ne € un
esempio l'inibizione dell’enzima ACAT1
(acyl coenzyme A:cholesterol acyltran-
sferase tipo 1) nei linfociti CD8 che, bloc-
candone lesterificazione, provoca un
aumento del colesterolo libero di mem-
brana; ’accumulo di colesterolo favorisce
il clustering del TCR e l'attivazione nei
linfociti CD8 potenziandone cosi I'attivita
anti-tumorale (15).
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Effetti di steroli e ossisteroli
sulla funzionalita immunitaria

Il deficit di mevalonato chinasi, una
rara malattia ereditaria, esemplifica la re-
lazione che intercorre tra metabolismo
lipidico intracellulare e risposta inflamma-
toria; infatti tale patologia, caratterizzata
da accumulo di mevalonato, un intermedio
nella via biosintetica del colesterolo, si ma-
nifesta con ricorrenti episodi di inflamma-
zione sistemica mediati dall'interleuchina
1B (16).

Il mantenimento di fisiologici livelli di
colesterolo intracellulari ¢ infatti finemen-
te controllata dalla disponibilita sia di me-
taboliti intermedi della via biosintetica del
colesterolo, che di ossisteroli, derivati di
suoi processi di ossidazione enzimatica o
radicalica, definiti nel loro complesso ste-
roloma, che non sono solo coinvolti nella
regolazione dell’attivita di SREBP e LXR,
ma anche, per I'appunto, della risposta im-
munitaria (Figura 1).

Studi recenti hanno infatti dimostrato il
ruolo pit 0 meno diretto degli steroli sulla
regolazione di una serie di funzioni immu-
nitarie.

Lo stesso colesterolo presente nella
membrana plasmatica é in grado di legare
direttamente il recettore TCR sui linfociti
T generando effetti contrapposti, da una
parte promuovendo la dimerizzazione e il
clustering del recettore, risultando in una
maggiore avidita di legame per 'antigene,
fenomeno osservato nei linfociti memoria
rispetto a quelli naive (17), dall’altra, man-
tenendo il recettore in una conformazione
allosterica inattiva che ne ostacola la fosfo-
rilazione e quindi l'attivazione (18).

I1 netto effetto sulla risposta immuno-
infiammatoria sembra infatti dipendere
dal contesto in cui il metabolita si trova ad
agire. Un interessante esempio € fornito
dal 25-idrossicolesterolo (25HC), derivato
della colesterolo 25-idrossilasi (Ch25h),

che limita sia la risposta infiammatoria ini-
bendo l'inflammasoma e la produzione di
IL-1p matura (19), che la replicazione vira-
le bloccando la sintesi del colesterolo (20),
suggerendo che la ri-programmazione del
metabolismo degli steroli rappresenta un
meccanismo centrale e, probabilmente
primordiale, della difesa verso patogeni
intracellulari.

D’altra parte, la stessa attivazione im-
munitaria induce profondi cambiamenti
del metabolismo cellulare: la risposta an-
tivirale sostenuta dall'interferone (IFN) ri-
duce la sintesi di colesterolo (21), mentre,
il processo di fagocitosi si accompagna
all’accumulo di desmosterolo che, rego-
lando l'attivita delle vie dipendenti da LXR
e SREBP, controlla la trascrizione di geni
pro-infiammatori, suggerendo che Tatti-
vazione immunitaria e il mantenimento
dell'omeostasi metabolica siano stretta-
mente integrate (22). Simili meccanismi
operano nella risposta adattativa dove I'at-
tivazione del TCR nei linfociti promuove la
via biosintetica guidata da SREBP ed inibi-
sce LXR rappresentando un adattamento
metabolico necessario per sostenere la
proliferazione cellulare (23).

Queste evidenze suggeriscono quindi
un nuovo paradigma dove il controllo del
metabolismo lipidico nelle cellule immu-
nitarie sembra essere necessario pill per
modulare la risposta immunitaria che per
il mantenimento dell’omeostasi cellulare.

Lipid droplets: organuli dinamici coinvolti
nel processo infiammatorio

Sebbene a lungo considerate sempli-
ci organelli intracellulari deputati all’ac-
cumulo di lipidi, attualmente le gocce
lipidiche (lipid droplets) sono riconosciu-
te come importanti modulatori sia del
metabolismo lipidico intracellulare che
dell'immunita. Sono infatti essenziali per
supportare metabolicamente la risposta
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immunitaria, partecipano alla produzione
di mediatori inflammatori (eicosanoidi),
alla clearance di patogeni e alla risposta
indotta da IFN (24).

Caratterizzate da un core di lipidi neu-
tri, che comprende esteri degli steroli e
trigliceridi, circondato da un monostrato
di fosfolipidi, le gocce lipidiche accumu-
late nei macrofagi della placca sono state
riconosciute tra i primi segni patognomo-
nici dell’aterosclerosi (Figura 1). L’accu-
mulo lipidico interessa tuttavia altre classi
di cellule immunitarie e avviene anche in
circolo: gocce lipidiche sono state infatti
osservate in monociti, sia nella fase post-
prandiale dopo un pasto ricco di grassi
(25), che in condizioni di ipercolesterole-
mia (26). Il trattamento con agenti ipoli-
pemizzanti, quali gli anticorpi anti-PCSK9,
riducendo il numero di gocce lipidiche, ha
migliorato il fenotipo pro-infiammatorio
di monociti isolati da pazienti affetti da
ipercolesterolemia familiare (27). Non
solo, queste osservazioni suggeriscono
che l'iperlipidemia, provocando accumulo
lipidico cellulare, agisca da priming sull’at-
tivazione monocitaria, amplificandone la
risposta inflammatoria una volta maturati
a macrofagi nella placca. Difatti, 'accumu-
lo di lipidi nelle cellule di origine mieloide
¢ stato associato all’acquisizione di una
memoria immunologica diversa da quella
normalmente attribuita alle cellule dell'im-
munita adattativa e nota con il termine di
trained immunity (28). E stato dimostra-
to che T'esposizione di monociti non solo
a stimoli microbici, ma anche a oxLDL
o lipoproteina (a) (Lp(a)) incrementa la
produzione di citochine pro-infiammatorie
dopo ri-stimolazione (29); tale effetto € as-
sociato a cambiamenti epigenetici, quali
riorganizzazione cromatinica e modifiche
istoniche, indotti dalla prima esposizione
allo stimolo che up-regola i pathway im-
munologici e metabolici fornendo da una

parte le “armi”, dall’altra “I'energia” per af-
frontare una seconda riesposizione allo sti-
molo. Recentemente, il mevalonato ¢ stato
individuato come fondamentale nell’attiva-
zione della trained immunity, grazie alla
sua capacita di aumentare lattivita del re-
cettore IGF1 (insulin-like growth factor 1)
che, tramite l'attivazione di mTOR (mam-
malian target of rapamycin), promuove
cambiamenti epigenetici (30). Gli effetti
pleitropici di carattere antinfiammatorio
delle statine possono quindi essere ricon-
dotti alla loro capacita di ridurre 'accumu-
lo di mevalonato, suggerendo che la modu-
lazione del metabolismo lipidico cellulare
possa assumere una rilevanza clinica nel
trattamento di patologie infiammatorie.
Va ciononostante tenuto conto che la
breve emivita dei monociti suggerisce che
tali cambiamenti epigenetici possano av-
venire gia nei precursori mieloidi a livello
midollare. Infatti, tale ipotesi giustifica i
risultati derivati da numerosi studi epide-
miologici sull'uso dei vaccini che riportano
effetti non-vaccino specifici; ne &€ un esem-
pio il vaccino contro la tubercolosi (BCG)
per il quale sono state riportate funzioni
protettive che vanno oltre quelle descritte
contro il Mycobacterium tubercolosis (31).

Colesterolo e inflammasoma:
lanello di congiunzione tra aterosclerosi
e risposta immunitaria

Linflammasoma ¢ un complesso mole-
colare citoplasmatico formato in seguito
al riconoscimento da parte dei recettori
NOD (recettori NOD-like) di particolari
strutture associate a patogeni (PAMPs)
Pathogen Associated Molecular Patterns
o al danno cellulare (DAMPs) Damage-
associated molecular patterns, che risulta
nell’attivazione della caspasi-1 la quale, at-
traverso taglio proteolitico, attiva il precur-
sore dell'TL-1B e dell'lL-18 (32). L'eccesso
di colesterolo, depositato in forma di cri-
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stalli, attiva I'inflammasoma NRLP3 risul-
tando nel rilascio dell'TL-1p e dell'TL-18 ma-
ture, fenomeno associato ad un’aumentata
aterosclerosi (33); al contrario, la mancan-
za della caspasi-1 ha un effetto protettivo
(34). Paccumulo di colesterolo rappresen-
ta il principale t7igger di NLRP3, tanto che
la mancanza dei trasportatori ABC nelle
cellule mieloidi di topi LDLR KO stimola
la sua attivazione sia nei monociti/macro-
fagi che nei neutrofili, incrementando il
loro accumulo nella placca (35). Dati re-
centi suggeriscono che le oxLLDL possano
agire da primo stimolo nell’attivazione di
NLRP3, infatti sebbene il passaggio da una
dieta arricchita in colesterolo ad una stan-
dard riduca l'infiammazione sistemica in
topi LDLR KO, le cellule mieloidi conser-
vano una risposta decisamente aumentata
ad uno stimolo immunitario, ipotizzando
che lo stesso NLRP3 possa avere un ruolo
nella riprogrammazione epigenetica delle
cellule mieloidi (36).

linfiammazione nel fenomeno
dell'aterosclerosi: dalla patologia
alle prospettive cliniche

Linfiammazione nell’aterosclerosi
o causa dell’aterosclerosi?

Quando nel 1999 Russel Ross scrisse
che “Laterosclerosi ¢ una malattia infiam-
matoria”, si rese ancora pitl evidente che
I'infiammazione non é soltanto conseguen-
te allaccumulo di cellule immunitarie e ai
meccanismi responsabili dell'insorgenza
del fenomeno aterosclerotico che esse
stesse orchestrano ma risulta essere an-
che causa del “circolo vizioso” che ne fo-
menta 'evoluzione.

Questa concezione si € sviluppata an-
cor prima, quando gia nel 1929, Samuel
A. Levine, cardiologo e pioniere in ambi-
to di trombosi coronarica, osservava che
“il grado di febbre e la leucocitosi forse

dipende dall’estensione della regione mio-
cardica infartuata”. e che “il tessuto in-
fartuato... probabilmente libera sostanze
tossiche che esacerbano la febbre e la leu-
cocitosi... la conta leucocitaria tende ad
aumentare parallelamente con 'aumento
della febbre... la presenza di leucocitosi €
uno dei segni dei pill costanti sintomi della
trombosi coronarica...” (Levine SA. Medi-
cine. 1929; 8: 245-418).

Con il passare degli anni siamo stati in
grado di identificare i marcatori che con-
tribuiscono a questa semeiotica e la biolo-
gia ci elenca una serie ben pil estesa di
citochine, chemochine e complessi multi-
proteici che vengono rilasciati da cellule
del sistema immunitario, partecipando nel
fenomeno dell’aterosclerosi. E altresi vero
che la rilevanza di tutti questi meccanismi
non si apprezza soltanto durante le fasi
acute e la manifestazione clinica dell’ate-
rosclerosi, ma anche cronicamente lungo
il suo sviluppo. La moltitudine di dati epi-
demiologici ci evidenzia come tutto questo
sia esacerbato da complicanze, quali dia-
bete, ipertensione, dislipidemia e scorret-
te abitudini alimentari, mentre la clinica
fornisce un’ampia serie di “modelli” nei
quali infiammazione cronica, comorbidita
cliniche e metaboliche si incontrano, de-
terminando un elevato rischio cardiova-
scolare gia in eta premature.

Le malattie reumatiche e autoimmuni:
un modello clinico di infiammazione
e aterosclerosi prematura

Anche escludendo le forme pit1 segrega-
te e ancor meno comuni di inflammazione
vascolare (la sindrome di Churg-Strauss
oppure la granulomatosi di Wegener), i
pazienti affetti da malattie reumatiche cro-
niche e autoimmuni (dal Lupus Sistemico
Eritematoso (SLE) all’Artrite Reumatoide
(RA), dalla spondilite anchilosante alle ar-
teriti di Takayasu (TA)) mostrano un’am-
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plificata mortalita cardio-coronarica gia
durante le pit precoci decadi. Ad esempio
le malattie cardiovascolari su base ische-
mica rappresentano oltre il 50% della mor-
talita in eta precedente la sesta decade di
vita in pazienti affetti da RA (37). Nello
SLE il rischio di infarto acuto del miocar-
dio ¢ fino a dieci volte piu elevato in don-
ne con eta comprese tra i 35 e i 40 anni
rispetto alla popolazione generale; inoltre,
nelle stesse decadi € possibile riscontrare
aterosclerosi subclinica carotidea in oltre
il 30% dei pazienti affetti da SLE e, in par-
ticolare, in quelli con i maggiori indici di
attivita della malattia (38).

E atteso che fattori come il fumo op-
pure la disabilita fisica causata da RA
esacerbino ulteriormente la patologia car-
diovascolare in queste malattie. Inoltre, il
cronico grado di infiammazione nonché
le aggressive terapie antiinfiammatorie
con cortisonici favoriscono lo sviluppo di
insulino-resistenza e dell’alterazione me-
tabolica di queste patologie. Mentre Ii-
pertensione spesso accompagna diverse
patologie reumatiche, diversi studi hanno
dimostrato alterazioni nella composizione
e, quindi, nel potenziale aterogeno di alcu-
ne frazioni lipoproteiche (39).

Alla luce di tutte queste osservazioni, €
tuttavia utile notare inoltre che la maggior
parte degli studi epidemiologici in queste
coorti ad oggi non ha raggiunto ancora un
consensus in merito al peso esercitato dai
fattori di rischio tradizionali (37) sull’out-
come cardiovascolare.

Inoltre il beneficio delle terapie ipoli-
pemizzanti nella riduzione del rischio car-
diovascolare non € ad oggi confermato nei
pazienti reumatologici e non sono dispo-
nibili né robusti trials a supporto di bene-
ficio delle terapie con statine né specifici
target nella riduzione di LDL-C in queste
tipologie di pazienti, come riconosciuto re-
centemente anche da diverse Linee Guida

Internazionali, tra cui quelle della Societa
Europea di Aterosclerosi (40).

Altresi viene sempre piu comprovata
I'importanza dellinfiammazione come
target terapeutico in pazienti reumatolo-
gici, ancor piu rispetto a pazienti non af-
fetti da tali patologie (37). Diversi trials
interventistici hanno raccolto importanti
osservazioni sul beneficio delle terapie
anti-inflammatorie non soltanto nel decor-
so della malattia reumatologica ma anche
nello sviluppo e manifestazione clinica del
fenomeno aterosclerotico.

Una metanalisi di dieci studi su pa-
zienti con RA, psoriasi e poliartrite ha
osservato che il trattamento con meto-
tressato si associava a una riduzione del
20% della mortalita cardiovascolare e del
18% nello specifico per infarto acuto del
miocardio (41).

Malgrado queste evidenze, il restante
ampio spettro di terapie anti-reumatiche
(noto come “disease-modifying anti-rheu-
matic drug (DMARD)”) rappresenta si
un valido approccio nel ridurre i livelli di
biomarcatori pro-inflammatori (Proteina
C-reattiva, IL-6, Fibrinogeno) ma ha susci-
tato pareri contrastanti nella riduzione de-
gli eventi cardiovascolari. Alcuni di questi,
infatti, hanno addirittura mostrato un peg-
gioramento nel rischio di eventi cardiova-
scolari (tra cui cortisonici (42), FANS e
COXIB e Ciclosporina), mentre per altri
pochi sono i dati validi a disposizione (tra
cui Micofenolato Mofetile, e Tocilizumab
(anticorpo monoclonale contro il recetto-
re solubile per IL-6 (42)). Malgrado siano
ancora in corso studi con end-point car-
diovascolare in pazienti trattati con tera-
pie soppressive della risposta linfocitaria
del comparto B (vedasi Rituximab (43)),
¢ stata riportata una riduzione dell’attivita
della malattia SLE parallelamente a una
riduzione dello sviluppo di aterosclerosi
subclinica carotidea in pazienti trattati con
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Belimumab (anticorpo monoclonale IgG1-
lambda specifico per la proteina solubile
umana che stimola i linfociti B (BLyS, B-
Lymphocyte Stimulator (38)).

E stato osservato un 13% maggio-
re uptake di ®F-fluorodesossiglucosio
(radio-tracciato attraverso tomografia ad
emissione di positroni, PET) in aorte di
pazienti affetti da RA rispetto a pazienti
con malattia coronarica ischemica stabile
e con profilo clinico e biochimico parago-
nabile, ad indicare un maggior grado di
flogosi vascolare (42) indipendentemente
da altri fattori di rischio cardiovascolare
classici. Pur tuttavia, questo segnale ve-
niva significativamente ridotto dopo otto
settimane di trattamento alla massima
dose con etanercept (immunoglobulina

chimerica umana IgG1 fusa con il recetto-
re umano p75 per il fattore TNF-alpha) e
di infliximab (che determina significative
riduzioni nel profilo di diverse citochine
pro-inflammatorie (32)). Al contrario, in
uno studio indipendente tuttavia, I'utiliz-
zo di etanercept in pazienti con piu lunghi
follow-up di malattia e con una maggiore
compromissione cardio-metabolica sorti-
va leffetto opposto, questionando ancora
I'effetto dei fattori di rischio in presenza di
elevati livelli di infiammazione (44).

Le malattie reumatologiche rappresen-
tano dei modelli utili a riconoscere I'effetto
rilevante dell'infiammazione nel fenomeno
aterosclerotico, malgrado in queste stesse
patologie rimanga ancora poco chiaro se
vi sia un effetto benefico delle terapie anti-

® _ L
&4 - °
Infiammazione Colesterolo CVD Ref
DMARDs
Metotressato VA X [37,38,41, 42]
Cortisonici VA X X [37,38, 42
NSAIDs VA X X [37,42]
Etanercept VAV, X X [42, 53]
Infliximab Vv X X [42, 54]
Canakinumab Vv X v [55]
Ipolipemizzanti
Statine Vv v (48,49
Anti-PCSK9 mAbs VAV N [50,51]
Anti Lp(a) ASO ) VAV [52]

Figura 2 - Terapie antinfiammatorie e terapie ipolipemizzanti per la riduzione del rischio cardiovascolare.
Nella tabella si riassume quanto riportato dai maggiori trials circa I'effetto nel contrastare I'inflammazione, nel
ridurre la colesterolemia e nel ridurre il rischio di eventi cardiovascolari da parte di terapie antinfiammatorie
e ipolipemizzanti. “y” in verde indica associazione positiva tra il trattamento farmacologico e loutcome; “X”
in rosso indica mancata correlazione tra il trattamento farmacologico e I'outcome; “?” in giallo indica mancata
informazione oppure dati contrastanti in merito all’associazione tra il trattamento farmacologico e 'outcome.
“DMARDS” = disease-modifying anti-rheumatic drug; “NSAIDs” = Non-steroidal anti-inflammatory drugs;
”ASO” = Oligonucleotide Antisenso; “mAbs” = Anticorpi monoclonali; “Ref = Referenze bibliografiche.
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inflammatorie (Figura 2). Questiincertez-
Za puo essere spiegata non soltanto dalle
confondenti pluri-terapie ma anche dall’al-
terazione nel controllo metabolico, tra cui
quello lipidico, che risulta essere un deno-
minatore comune della maggior parte di
queste.

Quest’ultima riflessione polarizza nuo-
vamente l'attenzione su quale sia la rela-
zione tra I'inflammazione e colesterolemia
nel fenomeno dell’aterogenesi.

Linfiammazione nelle ipercolesterolemie:
una “chiamata alle armi” per nuovi
approcci terapeutici

Rispetto ai pazienti affetti da RA, un
similare grado di uptake aortico di '®F-
fluorodesossiglucosio tracciato attraverso
PET e stato riscontrato in pazienti affetti
da Ipercolesterolemia Familiare Eterozi-
gote (HeFH), probandi per mutazioni sul
recettore per le lipoproteine LDL (LDLR).
Questo segnale era esacerbato in pazienti
affetti da iperlipemia familiare combinata
(FCH) (45) mentre esso si riduceva me-
diamente del 12% in seguito a un dimezza-
mento non farmacologico della colestero-
lemia LDL, mediante aferesi lipoproteica
(46). A tutte queste eleganti osservazioni
si allineano altre considerazioni a sostegno
del controllo del colesterolo per la riduzio-
ne della flogosi vascolare. Infatti, 'aumen-
tato uptake di ®F-fluorodesossiglucosio
in pazienti ipercolesterolemici correlava
positivamente con l'attivazione cellulare e
I'espressione di recettori per il legame di
chemochine di parete (tra cui C-C chemo-
kine receptor type 2, “CCR2”) da parte di
monociti circolanti (47).

La ricchezza di tutte queste evidenze,
in aggiunta a quelle provenienti dalla ri-
cerca di base, evocano una vera e propria
“chiamata alle armi” al fine di contrastare
sia l'ipercolesterolemia sia I'infiammazio-
ne sistemica.

Ridurre il colesterolo per contrastare
Uinfiammazione nelle malattie
cardiovascolari

E indiscusso l'effetto benefico delle
terapie “classiche” con statine, le quali
permettono sia una riduzione lineare del
23% del rischio di eventi cardiovascolari
per ogni mmol/L di LDL-C ridotta (48)
sia una regressione del 3% nel volume
percentuale di stenosi nei maggiori di-
stretti coronarici riducendo LDL-C fino
a 60 mg/dL (49). Pur tuttavia, i recenti
dati dello Studio FOURIER (Further Car-
diovascular Outcomes Research With
PCSKO9 Inhibition in Patients With Eleva-
ted Risk) hanno dimostrato che € possi-
ble agire su un “rischio cardiovascolare
residuo” (Figura 2). Infatti, in seguito al
dato principale dello studio, per cui pos-
siamo guadagnare un’ulteriore riduzione
del 15% degli eventi cardiovascolari se ag-
giungiamo Evolocumab (anticorpo mono-
clonale anti-PCSK9) sul solo trattamento
con statine (50), un’analisi spin-off ha
studiato se vi fosse un parallelo beneficio
in pazienti ad elevato rischio cardiovasco-
lare e ad elevato grado di infliammazione,
rappresentato dai livelli circolanti di pro-
teina C-reattiva.

Il lavoro ha analizzato l'efficacia di
Evolocumab per la riduzione di eventi in
pazienti ad elevato rischio CV stratificati
in funzione a) dei soli livelli di Proteina
C-Reattiva ad alta sensibilita (hsCRP), e
b) intersecando questi ultimi con i livelli
di LDL-C raggiunti dopo il primo mese di
trattamento.

Al termine del follow-up, i pazienti che
pit hanno beneficiato del trattamento
non erano coloro che hanno soltanto rag-
giunto target piu significativi di riduzione
di LDL-C a un mese di trattamento con
evolocumab, ma coloro che al contempo
mostravano anche livelli di hsCRP piu
elevati alla randomizzazione.
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I dati incoraggianti ottenuti da questo
trial non sono stati, d’altro canto, repli-
cati dai recenti dati combinati degli studi
SPIRE-1 e SPIRE-2 (Studies of PCSK9
Inhibition and the Reduction in Vascu-
lar Events). Infatti, in questa esperienza
soltanto i pazienti trattati con statina alla
massima dose tollerabile e Bococizumab
che raggiungevano un target di LDL-C
30-50 mg/dL a quattordici settimane di
trattamento beneficiavano di una ridu-
zione del rischio di di eventi cardiova-
scolari. Lo stesso dato non si osservava,
invece in pazienti con hs-CRP superiore
a 3 mg/L dopo trattamento, che mostra-
vano un rischio comunque superiore ri-
spetto ai pazienti con hsCRP inferiore a
1 mg/L (51).

Leffetto su marcatori surrogati di in-
fiammazione sistemica da parte degli anti-
corpi monoclonali anti-PCSK9 non sembra
pertanto essere all’altezza della loro effica-
cia sul profilo lipidico. Va riconosciuto che
la combinazione tra statine e anticorpi mo-
noclonali anti-PCSK9 sembra non comple-
tamente rispondere all’esigenza di contra-
stare i meccanismi inflammatori sistemici,
rappresentati dagli elevati livelli circolanti
di proteina C-reattiva. D’altro canto questi
ultimi non riflettono gli eventi aterotrom-
botici, rappresentati maggiormente dalla
solida relazione tra danno endoteliale e
ossidazione delle LDL.

In questa direzione, paralleli approcci
sperimentali hanno supportato Ieffetto
pro-inflammatorio degli anticorpi mono-
clonali anti-PCSKO9. E stato infatti proposto
che il trattamento di ventiquattro settima-
ne con Evolocumab riduceva la capacita
dei monociti di trasmigrare in vitro attra-
verso un monostrato di cellule endoteliali
(linea HUVEC), parallelamente a una ri-
duzione dell’espressione di membrana di
CCR2 (27). Maggiori replicazioni, ad ogni
modo, sono richieste in questa direzione,

dato che rimane da chiedersi se é pensa-
bile un approccio farmacologico diretto
contro I'infiammazione vascolare e volto a
contrastare i meccanismi cellulari che ne
fomentano I'evoluzione.

Lp(a) ha rappresentato soprattutto ne-
gli ultimi anni un target altrettanto appe-
aling non soltanto dal punto di vista lipi-
dologico ma anche al fine di contrastare
I'elevato rischio dei pazienti con suoi ele-
vati livelli plasmatici (Figura 2).

Monociti isolati da pazienti ipercoleste-
rolemici con elevati livelli di Lp(a), unico
marcatore di aumentato rischio di stenosi
valvolare aortica, mostravano sia un’au-
mentata capacita di trasmigrazione endo-
teliale in vitro su un monostrato di cellule
HUVEC (rispetto a quelli isolati non sol-
tanto da soggetti controllo ma anche da
soggetti ipercolesterolemici con ridotti
livelli di Lp(a) (29)) sia un’aumentata pro-
duzione di citochine pro-infiammatorie in
vitro non soltanto dopo isolamento, ma in
misura maggiore dopo una seconda sti-
molazione con uno stimolo pro-infiamma-
torio.

Studi randomizzati, in doppio cieco,
controllati da placebo che hanno conside-
rato T'utilizzo di oligonucleotidi antisenso
(ASO) alla massima dose diretti contro la
componente proteica di questa lipoprotei-
na, non soltanto hanno mostrato schiac-
cianti riduzioni di Lp(a) (fino al 75% dei
valori basali), ma hanno anche permesso
riduzioni fino al 50% dei fosfolipidi ossi-
dati dell’ApoB e di apo(a) parallelamente
a significative riduzioni nella capacita dei
monociti di trasmigrare (52) attraverso un
monostrato di cellule HUVEC.

Contrastare Uinfiammazione per la
prevenzione delle malattie cardiovascolari
Se non si considera lo Studio CIRT
(Cardiovascular Inflammation Reduction
Trial) volto a valutare l'effetto ateropro-
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tettivo di Metotressato e recentemente
sospeso (sebbene non per motivi di sicu-
rezza), pochi risultati (e non tutti incorag-
gianti) sono disponibili circa le terapie an-
tiinfiammatorie in ambito cardiovascolare
(Figura 2).

Lo Studio RENEWAL (Randomized
Etanercept Worldwide Evaluation), un’a-
nalisi combinata di due dataset indipen-
denti (RENAISSANCE e RECOVER)
coinvolgendo oltre duemila pazienti con
scompenso cardiaco (dal grado IT al IV se-
condo New York Heart Association e con
frazione di eiezione residua inferiore al
30%) (53), ha fallito nell'intento di riporta-
re un effetto benefico di Etanercept (anta-
gonista del recettore solubile per il Tumor
Necrosis Factor, TNF) nella prevenzione
della mortalita e l'ospedalizzazione. In
aggiunta, una tendenza al peggioramento
di questo rischio rivelata dall’analisi RE-
NAISSANCE, ha allertato i clinici, invo-
cando cautela nell'utilizzo di Etanercept in
questa classe di pazienti. Risultati del tutto
analoghi erano stati osservati in seguito a
trattamento con Infliximab (anticorpo mo-
noclonale diretto contro TNF), alla dose di
10 mg/kg corporeo, in pazienti con scom-
penso cardiaco di gradi ancora piu avanza-
ti (54), ulteriormente riducendo la validita
di questi approcci anti-inflammatori, che
prescindono dal controllo della coleste-
rolemia, nella prevenzione della patologia
cardiovascolare.

Recenti approcci traslazionali hanno,
invece, dimostrato che alterazioni nella
mobilitazione cellulare del colesterolo
determinano una significativa attivazione
dell'inflammasoma NOD-Like Receptor
Protein 3 (NLRP3).

Infatti 'osservazione che il trapian-
to di midollo osseo da topi ABCA1l/
G1 knock-out a modelli di aterosclerosi
LDLR knock-out portava ad aumentati
livelli di IL-1p e all’attivazione di NLRP3

(repressa, silenziando contemporane-
amente il gene Nirp3) (35), € stato tra-
dotto nell’'uomo utilizzando i modelli di
ipoalfalipoproteinemia genetica, ovvero i
portatori della malattia di Tangier. Infatti,
cellule mieloidi isolate da questi soggetti
(portatori di mutazioni “loss-of-function”
sul gene ABCAI e caratterizzati da ele-
vata mortalita coronarica) mostravano
massicci accumuli di colesterolo intracel-
lulare che coincidevano con elevati livelli
circolanti di IL-18 (49).

Queste osservazioni razionalizzano
I'approccio recentemente proposto dallo
studio CANTOS (Canakinumab Anti-In-
flammatory Thrombosis Outcomes Stu-
dy), uno studio randomizzato in doppio
cieco che ha studiato l'efficacia di Cana-
kinumab, un anticorpo monoclonale anti-
IL-1B, nella riduzione del rischio di infar-
to acuto del miocardio, stroke non fatale
oppure l'evento cardiovascolare fatale,
somministrato per quattro anni con inie-
zione sottocutanea ogni tre mesi a pazienti
in prevenzione secondaria per un infarto
acuto del miocardio e con livelli di hsCRP
superiori a 2 mg/L (55).

Al termine del follow-up, la dose inter-
media (150 mg) di Canakinumab garan-
tiva una riduzione circa del quindici per-
cento (rispetto al placebo) per il rischio
di mortalita cardiovascolare, supportando
quindi I'efficacia di una terapia anti-infiam-
matoria, indipendentemente dalla coleste-
rolemia.

Va sottolineato che la riduzione
sull’endpoint cardiovascolare era specifi-
co, in quanto Canakinumab non dimostra-
va effetto benefico sulla riduzione della
mortalita per tutte le cause e si associava
altresi a un significativo, seppur minorita-
rio, aumento di neutropenia, trombocito-
penia e infezioni fatali.

Se paragonati ai risultati dello Studio
FOURIER, i dati dello studio CANTOS
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sono simili per quanto riguarda il rispet-
tivo target di colesterolo e inflammazione.
Tuttavia, é la riduzione del rispettivo end-
point studiato che differisce per le risposte
ai due farmaci: il trattamento antinfiam-
matorio ha ridotto la mortalita cardiova-
scolare ma non quella per tutte le cause,
mentre il trattamento ipolipemizzante pit
aggressivo ha sortito effetti opposti. In
aggiunta, successiva a questa prima ana-
lisi, una valutazione post-hoc dello studio
CANTOS ha inoltre fatto emergere un ef-
fetto piu ampio da parte di Canakinumab
sullendpoint cardiovascolare e una ridu-
zione concomitante anche della mortalita
per tutte le cause soltanto in pazienti con
hsCRP basale inferiore a 2 mg/L. Questo
dato suggerisce pertanto che la terapie
con Canakinumab permetteva una mag-
giore protezione cardiovascolare in pa-
zienti a target per la “riduzione inflamma-
toria (55)”.

Conclusione

Alla luce di questi dati, all’apice del
concetto “the lower, the better”, nell’ambi-
to della ricerca farmacologica cardiova-
scolare si riaccende la questione su quale
sia il target prioritario, tra ipercolestero-
lemia e infiammazione, nella prevenzio-
ne cardiovascolare. Considerando che
in entrambi i trials pocanzi descritti tutti
i pazienti randomizzati erano gia trattati
con le terapie pill aggressive, rimane da
chiedersi quale beneficio possa aggiun-
gere una terapia antinfiammatoria on top
of una terapia con statine gia alla massima
dose rispetto a una ulteriore terapia ipoli-
pemizzante. Questo € il quesito che passa
nelle mani dei clinici.

Malgrado IL-1p rappresenti soltanto
una citochina tra la vasta costellazione
di tante altre, ulteriori sviluppi ne hanno
riaffermato ulteriormente la rilevanza

come “player” e, quindi, come target te-
rapeutico.

E stato infatti dimostrato che nelle fasi
acute di un infarto acuto del miocardio si
osservano aumenti vertiginosi di IL1-f in
circolo, nel tessuto cardiaco e nel midollo,
benché, anche settantadue ore dopo, que-
sti stessi rimangano elevati soltanto nel
terzo compartimento. Queste osservazio-
ni ricapitolano gli elevati uptake di *F-fluo-
rodesossiglucosio splenici in pazienti con
sindromi coronariche acute (56). Inoltre,
topi wild-type, trapiantati con midollo os-
seo di donatori deficienti peril gene ILIR1
(recettore per IL1-f), mostravano una ri-
dotta proliferazione delle cellule progeni-
trici del comparto ematopoietico anche
dopo giorni seguenti un infarto acuto del
miocardio (57), suggerendo che la modu-
lazione del signaling di questa citochina
permetta di controllare la leucocitosi in
seguito a un evento aterosclerotico. IL1-B
rappresenta, quindi, un valido esempio di
“sostanza tossica” descritta dalle ipotesi di
Levine e si pone come attore importante
nello sviluppo di un fenomeno “a eco” che
esacerba l'evoluzione del fenomeno car-
diovascolare.

Losservazione che il sistema dell’in-
flammasoma sia iper-attivato e che vi sia
un’aumentata secrezione di IL1-f da parte
di macrofagi residenti nelle lesioni atero-
matose e deficienti del gene TET2, codifi-
cante per Tet metil-citosina diossigenasi-2
(un essenziale regolatore epigenetico per
I'espansione clonale del comparto emato-
poietico) sostengono ulteriormente la rile-
vanza dello studio farmacologico di questo
pathway (58). Si apre, in questo modo, la
prospettiva di nuove possibilita terapeu-
tiche volte a controllare l'iper-attivazione
immuno-infiammatoria e abbattere il ri-
schio cardiovascolare residuo, laddove
non riescono le consolidate terapie ipoli-
pemizzanti.
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RIASSUNTO

Evidenze derivanti dalla ricerca sia sperimentale che clinica suggeriscono che il metabolismo del co-
lesterolo e la risposta immunitaria siano strettamente connessi. Il ruolo esclusivo dei lipidi nell'insor-
genza delle malattie cardiovascolari e, in particolare, dell’aterosclerosi € stato ad oggi sostituito dall’e-
mergente concenzione dell’esistenza di un’interazione tra le funzioni metaboliche e I'attivazione delle
cellule immunitarie. In questo scenario, lo studio CANTOS ha fornito, per la prima volta, un valido
razionale per considerare il targeting dell'infiammazione, in aggiunta al controllo dei lipidi plasmatici,
come ulteriore nuovo approccio per limitare il rischio cardiovascolare. Lo scopo della presente review
e di fornire un’ampia comprensione dei circuiti molecolari che accoppiano il metabolismo lipidico cel-
lulare alla risposta immunitaria innata e adattativa e la loro rilevanza nell’applicazione clinica. Mentre
€ pienamente accettato che la disregolazione della risposta immunitaria partecipi all’aterogenesi, sta
diventando chiaro che le cellule immunitarie modellano la loro macchina metabolica per soddisfare
requisiti funzionali. Pertanto, la modulazione della risposta immunitaria € emersa come una nuova
opzione terapeutica per le malattie cardiovascolari, in aggiunta al trattamento ipolipemizzante, sebbene
maggiori dati clinici per testare I'effetto sinergico delle terapie anti-inflammatorie e cardiovascolari
“classiche” siano necessari; d’altra parte, i dati della ricerca di base suggeriscono che il targeting del
metabolismo lipidico intracellulare, in particolare quello del colesterolo, potrebbe potenzialmente pro-

mettere una nuova gestione terapeutica delle patologie a carattere inflammatorio.

Parole chiave: Metabolismo del colesterolo, infiammazione, risposta immunitaria, aterosclerosi.
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