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Introduzione

Laterosclerosi € una condizione patolo-
gica caratterizzata da inflammazione croni-
ca e non risolutiva nell’intima della parete
arteriosa, innescata da elevati livelli di co-
lesterolo trasportato dalle lipoproteine a
bassa densita (LDL). Molte sono le eviden-
ze che hanno confermato la natura infiam-
matoria dell’aterosclerosi:

1) presenza nelle placche aterosclerotiche
di cellule infiammatorie, il cui numero
correla con la severita della malattia;

2) aumento dei livelli circolanti di citochi-
ne inflammatorie e chemochine con la
progressione dell’aterosclerosi;

3) associazione tra eventi cardiovascolari
e livelli plasmatici di marker infiamma-
tori, come la proteina C-reattiva e I'inter-
leuchina 6 (IL-6).

Queste osservazioni indicano come l'in-
flammazione caratterizzi tutti gli stadi del
processo aterosclerotico, dalla formazione
delle strie lipidiche fino alla rottura della
placca.

In seguito all'accumulo di LDL nella pa-
rete arteriosa, si assiste a un cambiamento
della funzionalita dell’endotelio, che perde
la sua attivita di barriera impermeabile e
assume una condizione “attivata”, che fa-
vorisce un considerevole richiamo dal cir-
colo di monociti (cellule del'immunita in-

nata) e linfociti T (cellule dell'immunita
adattativa) (1). I monociti infiltrati diffe-
renziano in macrofagi (che rappresentano
le cellule immunitarie pitt abbondanti pre-
senti nella placca aterosclerotica), con
conseguente aumento dell’espressione di
recettori scavenger sulla loro superficie,
accumulo di LDL modificate e formazione
di foam cells cariche di lipidi; 'aumento
dello stress ossidativo induce la produzio-
ne di citochine pro-infiammatorie (IL-1,
IL-6 e TNF-0). Oltre ai monociti-macrofa-
gi, le cellule dell'immunita adattativa gio-
cano un ruolo fondamentale nell’ateroscle-
rosi (Figura 1), in cui svolgono sia attivita
pro-infiammatoria (linfociti T-helper-1 e
linfociti B2) che anti-infiammatoria (linfo-
citi T-regolatori e linfociti B1) (2). I linfoci-
ti Thl sono presenti in elevato numero
nella placca aterosclerotica e, grazie alla
secrezione di citochine pro-infiammatorie,
possono attivare macrofagi, linfociti T e al-
tre cellule presenti nella placca, accen-
tuando la risposta infiammatoria. Inoltre,
I1-17 secreto dai linfociti Th17 promuove
la secrezione di citochine infiammatorie,
chemochine e fattori di crescita da diversi
tipi cellulari (3). All'interno delle popola-
zioni di linfociti attivati, € possibile identifi-
care cellule memoria ad attivita effettrice
(T effector memory) associate con il peg-
gioramento del quadro infiammatorio e



Fisiopatologia - Ruolo dell'inflammazione nell'aterosclerosi

139

popolazioni T regolatorie (Treg) che inve-
ce controllano I'eccessiva attivazione delle
popolazioni linfocitarie (4-7). E importante
ricordare come l'attivita delle cellule T re-
golatorie risulti diminuita nei pazienti con
ipercolesterolemia familiare. Infine, le cel-
lule muscolari lisce presenti nella media
del vaso arterioso migrano nell'intima in
risposta a uno stimolo pro-infiammatorio;
qui proliferano, acquisiscono un fenotipo
sintetico e contribuiscono alla produzione
di matrice extra-cellulare e alla cronicizza-
zione della risposta infiammatoria nella
placca aterosclerotica.

Monociti/macrofagi
€ infiammazione vascolare

Le cellule immunitarie innate, tra cui i
monociti, i macrofagi ed i neutrofili, rap-
presentano la prima linea di difesa immuni-
taria.

In condizioni di ipercolesterolemia, i
monociti circolanti vanno incontro ad un
priming del metabolismo cellulare che ne
influenza la funzionalita, e agisce come se-
gnale di polarizzazione verso un fenotipo
inflammatorio ben prima che avvenga il
processo di differenziamento a macrofagi
nella parete arteriosa. Monociti isolati da
pazienti con aterosclerosi, quando trattati
in vitro con un secondo stimolo producono
livelli piu elevati di IL-6 e IL-18 rispetto a
monociti isolati da individui controllo, sug-
gerendo la presenza di un’attivazione in
senso pro-infiammatorio gia prima di rag-
giungere la placca aterosclerotica.

In presenza di un elevato contenuto di
colesterolo intracellulare si formano cri-
stalli di colesterolo in grado di attivare I'in-
flammasoma NLRP3 con conseguente pro-
duzione di IL-18. Inoltre, un elevato conte-
nuto di colesterolo nelle membrane cellu-
lari nei lipid rafts dei macrofagi della placca
puo amplificare le vie di trasduzione del
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Figura | - Differenziamento delle cellule immunitarie. In seguito a
differenziamento, i monociti danno origine ai macrofagi, che sono
classicamente suddivisi in due sottotipi: M1, con attivita pro-infiam-
matoria, e M2, con attivita anti-infiammatoria. Dai linfociti T CD4
originano diversi sottotipi di linfociti T: Thl (pro-infiammatori),
caratterizzati dalla produzione di interferone-y e TNF-; Th17, che
producono IL-17, IL-17F, IL-21 e IL-22; Th2 (anti-infiammatori),
che producono IL-4 e IL-10; Treg, coinvolte nella regolazione dell’at-
tivita delle popolazioni linfocitarie.

segnale coinvolte nell'inflammazione, in
particolare tramite 'attivazione di TLR4 e
del fattore di trascrizione pro-inflammato-
rio NF«B.

I macrofagi derivano dai monociti e
svolgono un ruolo fondamentale nella ri-
sposta inflammatoria associata all’atero-
sclerosi. Una volta differenziati, i macrofa-
gi esprimono sulla loro superficie numero-
si recettori scavenger (SR) e toll like recep-
tors (TLR) che sono fondamentali per la
loro attivita. Nella lesione aterosclerotica,
i macrofagi riconoscono ed internalizzano
LDL modificate (LDL ossidate o OxLDL);
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quando la loro capacita di degradare € in-
feriore all’abilita nel fagocitarle, si trasfor-
mano in foam cells, un evento che contribui-
sce all'instaurazione di una risposta in-
fiammatoria cronica. I macrofagi, inoltre,
secernono citochine pro-infiammatorie e
contribuiscono al rimodellamento vascola-
re.® Lo stato fenotipico dei macrofagi é al-
tamente dinamico e puo variare in risposta
all'ambiente tissutale in cui si trovano e ai
segnali esterni. Nella lesione ateroscleroti-
ca si possono identificare due sottogruppi
principali di macrofagi che hanno caratte-
ristiche funzionali distinte in base al profi-
lo di citochine prodotte (Figura 1): i ma-
crofagi M1 (pro-infiammatori) e quelli M2
(anti-infiammatori). La formazione dei ma-
crofagi M1 ¢ indotta da citochine pro-in-
fiammatorie (TNF-a. e IFN-y) e da patoge-
ni; dopo differenziamento, producono a
loro volta citochine (IL-1p, IL-6, IL-12, IL-
23 e TNF-a), chemochine ed elevati livelli
di ossido nitrico e specie reattive dell’ossi-
geno. I macrofagi M1 rappresentano il fe-
notipo dominante durante la progressione
della placca e sono generati per combatte-
re gli agenti patogeni ed eliminare sostan-
ze “not self”. I macrofagi M2 si formano
principalmente in risposta alle citochine
IL-4 e IL-13 e producono IL-10 con attivita
anti-infiammatoria e sono principalmente
coinvolti nella risposta pro-risolutiva che ¢
chiave nel ripristinare I'omeostasi tissutale
dopo che la risposta infiammatoria ha svol-
to il suo ruolo. Questi due sottogruppi di
macrofagi hanno anche un diverso meta-
bolismo cellulare; una volta attivati, i ma-
crofagi M1 producono ATP principalmen-
te attraverso glicolisi anaerobica, mentre i
macrofagi M2 prediligono la fosforilazione
ossidativa. Comprendere meglio il meta-
bolismo cellulare durante i diversi stati di
attivazione potrebbe portare ad identifica-
re nuovi target in ambito di terapia dell’a-
terosclerosi.

Lipid rafts e infiammazione

I1 colesterolo € un componente essen-
ziale delle membrane cellulari; ¢ lipid rafts
sono microdomini della membrana pla-
smatica arricchiti in colesterolo e sfingoli-
pidi, altamente dinamici, finemente regola-
ti, essenziali per la funzionalita cellulare;
costituiscono il 30-40% della membrana
cellulare dei mammiferi e servono come
piattaforma in cui proteine coinvolte nella
trasduzione del segnale vengono transito-
riamente assemblate o organizzate spazial-
mente per promuovere interazioni cineti-
camente favorevoli e innescare una ade-
guata risposta a uno stimolo. Infatti, molti
enzimi e proteine coinvolti nel sistema di
trasduzione del segnale sono attivi quando
sono concentrati in questi microdomini di
membrana. L'abbondanza e le proprieta
funzionali dei lipid rafts si modificano mol-
to rapidamente in risposta a uno stimolo, e
per preservare la normale funzionalita cel-
lulare, 'omeostasi del colesterolo € fonda-
mentale per assicurare un’ottimale compo-
sizione dei lipid rafts.

Alterazioni della composizione e
dell’abbondanza dei lipid rafts sono asso-
ciate a condizioni patologiche, inclusa l'at-
tivazione della risposta immunitaria e l'in-
fiammazione. I lipid rafts infatti svolgono
un ruolo fondamentale nel modulare la
risposta immunitaria, sia innata che acqui-
sita. Non solo i toll like receptors (TLRs),
che fanno parte del sistema dell'immunita
innata e agiscono come sensori di patoge-
ni, richiedono l'integrita strutturale dei
lipid rafts per la loro attivita, ma anche i
recettori fondamentali per I'attivita dei lin-
fociti T e B si associano ai lipid rafts e ini-
ziano il processo di trasduzione del segna-
le che porta alla loro attivazione se oppor-
tunamente localizzati in queste zone di
membrana arricchite in colesterolo (Figu-
ra 2). Lalterazione dell'integrita dei lipid
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Figura 2 - Lipid rafts e recettori coinvolti nell’attivazione delle cellule immunitarie. I lipid rafts sono microdomini di
membrana arricchiti in colesterolo e fondamentali nella risposta infiammatoria. Nei macrofagi, i toll like receptors (TLR),
e in particolare TLR4, in assenza di stimolo risiedono in porzioni della membrana non-raft; in seguito a stimolazione (ad
esempio con LPS) migrano nei lipid rafts dove vengono attivati e innescano un processo di trasduzione del segnale che de-
termina produzione di citochine pro-infiammatorie e attivazione della cellula. Nei linfociti non attivati, i recettori BCR e
TCR sono localizzati in domini non raft della membrana plasmatica in forma monomerica. In seguito a stimolazione, i
recettori migrano nei lipid rafts e innescano lattivazione delle vie di segnalazione a valle e la conseguente attivazione e

proliferazione delle cellule.

rafts modifica la risposta di diverse cellule
immunitarie (9).-

Variazioni dei livelli di colesterolo libero
modulano il contenuto di lipid rafts in
membrana ed il clustering dei recettori in
queste regioni; questo si traduce in una dif-
ferente risposta di rolling e adesione dei
leucociti all’endotelio vasale: un elevato
contenuto di colesterolo aumenta l'intera-
zione monociti-endotelio e la trasmigrazio-
ne dei monociti attraverso I'endotelio in ri-
sposta a uno stimolo chemotattico, aumen-
tando cosi la risposta infiammatoria (10).
Inoltre, i lipid rafts regolano la funzionalita
dei linfociti T. Nel processo inflammatorio

sono coinvolti diversi tipi di linfociti T hel-
per: i linfociti pro-infiammatori Th1, carat-
terizzati dalla produzione di interferone-y e
TNF-B, e Th17, che producono IL-17, IL-
17F, 11-21 e IL-22, e i linfociti Th2 anti-in-
fiammatori che producono I1-4 e IL-10 (Fi-
gura 1) (11). Un maggiore contenuto di
colesterolo nella membrana cellulare diri-
ge lattivazione dei linfociti verso un fenoti-
po infiammatorio.

Inflammasoma € aterosclerosi

Linflaimmasoma € un complesso multi-
proteico citoplasmatico che rappresenta
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una componente fondamentale dell'immu-
nita innata; nello specifico, I'inflammasoma
NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3) € quello meglio carat-
terizzato e ha un ruolo fondamentale nel-
I'inflammazione vascolare causata dai lipidi
e, come conseguenza, nell'iniziazione e
progressione dell’aterosclerosi (12). I com-
ponenti dell'inflammasoma NLRP3 sono
espressi prevalentemente in macrofagi e
nelle foam cells presenti nella placca atero-
sclerotica.

Linflammasoma NLRP3 consiste di un
sensore (NLRP3), un adattatore (ASC o
PYCARD) e un effettore (caspasi-1). In
presenza di un segnale di attivazione,
NLRP3 oligomerizza e recluta ASC e ca-
spasi-1; in seguito a questa associazione, la
caspasi-1 si attiva e promuove la generazio-
ne di IL-11 e IL-18 dai loro precursori, che
promuovono la risposta inflammatoria si-
stemica (Figura 3) (13). Inoltre, ’attivazio-
ne di caspasi-1 € in grado di indurre una
forma di morte cellulare infiammatoria de-
nominata piroptosi. Lattivazione dell'in-
flammasoma € un processo che avviene in
due fasi. La prima fase, detta priming, halo
scopo di aumentare 'espressione dei vari
componenti dell'inflammasoma (NLRP3,
caspasi-1, pro-IL-1R e pro-IL-18) a livello
trascrizionale e viene indotta dall'interazio-
ne tra strutture altamente conservate
espresse dai patogeni, i PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns), o da cellule
danneggiate, i DAMPs (Danger Associated
Molecular Patterns), e recettori specifici
espressi dal sistema immunitario innato
come i PRRs (Pathogen recognition recep-
tors), tra cui i TLRs. Un successivo stimolo
inizia la fase di attivazione vera e propria,
con l'assemblaggio dell'inflammasoma e
produzione delle citochine pro-infiamma-
torie (Figura 3) (13).

Gli attivatori dell'inflammasoma NLRP3
sono numerosi (13); nel contesto dell’atero-

sclerosi un fattore chiave sono i cristalli di
colesterolo (12).

Una perturbazione dell'omeostasi del
colesterolo (ad esempio durante la fase di
progressione dell’aterosclerosi) determina
un accumulo di colesterolo libero nei ma-
crofagi che, se non esterificato a sufficien-
za, si deposita in forma di cristalli nel cito-
plasma delle cellule. Iaccumulo citopla-
smatico di cristalli di colesterolo attiva il
complesso NLRP3 e promuove la risposta
infiammatoria. Questa attivazione avviene
attraverso diversi meccanismi, che com-
prendono danno lisosomiale, efflusso di
potassio, attivazione di Nrf2 (un fattore di
trascrizione coinvolto nella risposta allo
stress ossidativo), aumento dell’espressio-
ne del recettore CD36, attivazione del com-
plemento (12).

IL-18 e IL-18, generate via NLRP3, sono
altamente espresse nella placca ateroscle-
rotica, con livelli che correlano positiva-
mente con la gravita della condizione. Il
ruolo di queste citochine nel processo ate-
rogenico e stato verificato in modelli ani-
mali di aterosclerosi, in cui la mancanza
del gene che codifica per IL-1R o IL-18 ri-
duce lo sviluppo della patologia (12). Oltre
a indurre la produzione di citochine pro-
infiammatorie, I'attivazione dell'inflamma-
soma NLRP3 aumenta la capacita migrato-
ria dei macrofagi e aumenta la deposizione
intracellulare di lipidi, facilitando I'ingres-
so o la ritenzione di macrofagi nella parete
arteriosa (14).

IL-188 € una citochina primordiale che
sta a monte della cascata infiammatoria; ¢
in grado di aumentare la sua stessa espres-
sione in molti tipi cellulari coinvolti nel pro-
cesso aterosclerotico, un fenomeno noto
come autoinduzione. IL-1f3 agisce su molti
tipi di cellule: infatti, stimola I'espressione
di molecole di adesione e di chemochine
coinvolte nel reclutamento di cellule in-
fiammatorie dal circolo sanguigno, aumen-
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ta il richiamo di neutrofili, coinvolti sia nel
processo di formazione che di rottura della
placca (12), ma favorisce anche l'attivazio-
ne delle cellule endoteliali. IL-1R aumenta
la proliferazione delle cellule muscolari li-
sce e la produzione di metalloproteasi coin-
volte sia nella migrazione cellulare che nel
rimodellamento della placca. La produzio-
ne di IL-1R induce la generazione di media-
tori secondari dell'infiammazione tramite
IL-6: quest’ultima agisce come citochina

primaria e induce una risposta di fase acuta
mediante produzione epatica di proteina C
reattiva (CRP), che rappresenta un marker
di infiammazione.

E importante ricordare che 'accumulo
di cristalli di colesterolo nei macrofagi puo
portare anche a morte cellulare e, di con-
seguenza, il colesterolo che precipita nel
core necrotico contribuisce alla perforazio-
ne del cappuccio fibroso che avvolge la
placca stessa (12).

| Segnale 1: Fase di priming |
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Figura 3 - Attivazione dell'inflammasoma NLRP3. L'inflammasoma NLRP3 ¢ costituito da un sensore (NLRP3), un adatta-
tore (ASC 0 PYCARD) e un effettore (caspasi-1). In presenza di uno stimolo, NLRP3 oligomerizza e recluta ASC e caspasi-1,
con conseguente attivazione di quest’ultima e generazione di IL-18 e IL-18 dai loro precursori, cha promuovono la risposta in-
Sfiammatoria sistemica. L'attivazione di caspasi-1 induce una forma di morte cellulare infiammatoria (pirvoptosi). L'attivazione
dell'inflammasoma avviene in due fasi. Durante la prima fase di priming, innescata dall’interazione tra PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns) o DAMPs (Danger Associated Molecular Patterns) e recettori specifici espressi dal sistema
immunitario innato, tra cui i toll like receptors (TLRs). Un secondo stimolo inizia la fase di attivazione vera e propria, con
lassemblaggio dell’inflammasoma e produzione delle citochine pro-infiammatorie. Questa via di attivazione ¢ definita “cano-
nica”, in contrapposizione a quella “non-canonica” innescata sempre da LPS ma indipendentemente da TLR4: LPS intracellu-
lare lega e attiva pro-caspasi 4 e 5 determinando sia un processo di piroptosi sia una attivazione indiretta dell’inflammasoma.
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Microbiota intestinale,
infiammazione € aterosclerosi

Negli ultimi anni, molto interesse ha
suscitato I'analisi della connessione tra
microbiota intestinale, cioé l'insieme di
microorganismi che colonizzano il tratto
gastrointestinale e in grado di produrre
diversi metaboliti, e malattia aterosclero-
tica. Il profilo del microbiota e dei meta-
boliti da esso prodotti sembrano infatti
avere un ruolo chiave sia in stati fisiologi-
ci che in stati patologici. L'omeostasi del
microbiota intestinale ¢ fondamentale
per la salute, mentre perturbazioni del
microbiota (disbiosi), dovute a stress am-
bientale o alimentare, possono indurre
uno stato infiammatorio e alterare il me-
tabolismo dell’organismo ospite. E sem-
pre piu evidente il ruolo del microbiota
intestinale in diverse patologie, incluse le
malattie cardiovascolari, anche se molti
dei meccanismi rimangono ancora scono-
sciuti (15). Appare tuttavia evidente che
composti derivanti dal microbiota posso-
no indurre effetti anche in organi diversi
dall'intestino.

Lalterazione del microbiota intestinale
puo indurre uno stato infiammatorio pro-
aterogeno, che puo essere ulteriormente
sostenuto dalla successiva alterazione del-
la risposta immunitaria locale e sistemica.
I macrofagi, sia che risiedano nella lamina
propria intestinale o nell'intima dell’arteria
possono essere attivati da diverse compo-
nenti presenti o generate dal microbiota
intestinale (traslocazione di batteri vivi,
componenti strutturali di batteri morti,
come ad esempio il lipopolisaccaride o
LPS, o metaboliti funzionali di derivazione
batterica, quali trimetilammina N-ossido o
TMAO). Le cellule immunitarie reagisco-
no a questi segnali batterici sia a livello lo-
cale sia a livello sistemico producendo di-
verse citochine (IL-1, IL-17, I1-18, IL-22) e

proteine (peptidi antimicrobici e immuno-
globuline A) allo scopo di generare una ri-
sposta di difesa o di immunotolleranza ver-
so il microbiota intestinale.

In condizioni normali, 1a barriera intesti-
nale previene il passaggio di LPS (uno tra i
PAMPs pitt importanti) nella circolazione
sistemica; LPS puo pero raggiungere il cir-
colo in presenza di una barriera intestinale
con permeabilita alterata causata da disbio-
si (16). LPS e riconosciuto principalmente
da un recettore appartenente alla classe dei
PRR, CD14, che a sua volta facilita I'attiva-
zione di TLR4 (anch’esso appartenente ai
PRR, ed espresso in monociti, macrofagi,
cellule dendritiche, ma anche cellule endo-
teliali); questa interazione induce l'interna-
lizzazione di TLR4 e la generazione di un
segnale intracellulare con conseguente ri-
sposta inflammatoria mediata da citochine
quali IL-6, IL-1, IL-27 e TNF-a sia a livello
locale che a livello sistemico (17).

Da un lato, I'attivazione di TLR4 funzio-
na come segnale di priming per NLRP3
che puo venire attivato da LPS presente nel
citoplasma (indipendentemente da TLR4)
(Figura 3): LPS lega e attiva caspasi-4 e ca-
spasi-b, che a loro volta attivano I'inflamma-
soma NLRP3 (non-canonical inflammaso-
me), inducendo direttamente piroptosi e
un’attivazione secondaria di NLRP3 (cano-
nical inflammasome) con conseguente rila-
scio di IL-18 e IL-18.

La disbiosi intestinale induce la forma-
zione, a partire da carnitina, di elevati li-
velli di TMAO, un composto con attivita
pro-infiammatoria e causalmente associa-
to all’aterosclerosi. Infatti, & stato dimo-
strato che elevati livelli di TMAO induco-
no l'attivazione di NLRP3, I'espressione di
citochine pro-infiammatorie quali TNF-a e
IL-18 e riducono I'espressione di citochine
anti-infiammatorie (quali IL-10) (18). Inol-
tre TMAO, mediante 'attivazione del fatto-
re di trascrizione NF-kB, aumenta 1e-
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spressione di proteine infiammatorie con
attivita pro-aterogena, incluse la ciclossi-
genasi-2, IL-6, E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1, determinando attivazione dell’en-
dotelio e aumento dell’adesione dei leuco-
citi (18, 19). La disfunzione endoteliale e
infiammazione vascolare sono anche asso-
ciati allo stress ossidativo indotto da eleva-
ti livelli di TMAO (19). Numerosi studi in
modelli sperimentali hanno dimostrato
una correlazione tra elevati livelli di
TMAO e aumentata espressione di cito-
chine pro-infiammatorie; questa associa-
zione positiva € stata dimostrata anche
nell'uvomo (18). In pazienti con ictus ische-
mico, i livelli di TMAO sono risultati signi-
ficativamente correlati con la percentuale
di monociti pro-infiammatori, e positiva-
mente correlati con marcatori di attivazio-
ne monocitaria in pazienti con HIV e atero-
sclerosi carotidea (18).

Conclusioni

Tutte le osservazioni accumulate in
numerosi decenni di ricerca hanno posto
I'attenzione sul processo immuno-infiam-
matorio come uno dei driver della pro-
gressione della malattia aterosclerotica.
Tuttavia, i diversi tentativi di modulare la
risposta infiammatoria in ambito di pato-
logia aterosclerotica sono risultati molto
promettenti negli studi pre-clinici ma poi
non hanno mantenuto questa efficacia a
livello clinico. Ad oggi, solo metrotrexato,
colchicina e canakinumab (anti-IL-1R)
sono stati valutati in ampi studi di fase III
in pazienti con malattia aterosclerotica.
Colchicina e canakinumab hanno mostra-
to un’importante efficacia nel ridurre gli
eventi cardiovascolari a discapito pero di
una riduzione dell'efficacia della risposta
immunitaria in corso di infezioni. Oggi €
ancora aperta la ricerca per identificare il
modo migliore di controllare la risposta

infiammatoria nella placca aterosclerotica
senza compromettere I'efficienza della ri-
sposta immunitaria.
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