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RIASSUNTO



RIASSUNTO

Le malattie cardiovascolari sono la principale causa di mortalita nella societa occidentale.
Tra queste, I'aneurisma dell’aorta addominale (AAA) costituisce la 13% causa di morte
negli USA. Alla base della sua formazione vi € spesso I'aterosclerosi, che porta alla
degenerazione delle fibre della matrice extracellulare (ME) e alla distruzione dell’integrita
strutturale della parete vasale.

L’aneurisma aortico € una circoscritta e permanente dilatazione dell’aorta per oltre il
doppio del suo diametro di origine e presenta una marcata eterogeneita nella suscettibilita
individuale ed arteriosa, interessando con frequenza molto maggiore il tratto addominale
sottorenale. Questa localizzazione preferenziale era stata attribuita a fattori emodinamici,
ma gli studi piu recenti hanno riconosciuto I'importanza di fattori anatomici intrinseci della
parete arteriosa, dimostrando che l'aorta sopra e sotto diaframmatica differiscono per
struttura, composizione e proprieta meccaniche, biochimiche e metaboliche.

Il nostro studio rappresenta il tentativo di verificare se differenze nella composizione della
ME della parete vasale giochino un ruolo nel determinare la diversa suscettibilita dei vari
distretti aortici allo sviluppo di aneurisma. A tale scopo, campioni di aorta umana non
patologica sono stati prelevati a livello di cinque distinti tratti (aorta ascendente, toracica
discendente, sopraceliaca, infraceliaca, addominale sottorenale) e sottoposti ad analisi
morfologica. Le stesse valutazioni sono state effettuate su aorte di ratto al fine di validare
un modello animale che offra campioni di piu facile reperibilita, su cui realizzare le ricerche
future.

| campioni sono stati fissati in formalina al 4%, disidrati con scale crescenti di alcool,
chiarificati in xilolo e inclusi in paraffina. Si € quindi proceduto al taglio delle sezioni al
microtomo, poi colorate con ematossilina-eosina, rosso Sirius, orceina ed Alcian blue a pH

2,5,apH1eapHO0,2, ed osservate al microscopio ottico.



Le specifiche colorazioni hanno rivelato come la parete aortica vari lungo le diverse
regioni: nei tratti prossimali contiene una maggiore quantita di cellule e fibre elastiche e
collagene ben distribuite ed organizzate, mentre nel tratto sottorenale accoglie un minor
numero di cellule e fibre disposte disordinatamente. A livello addominale i risultati ottenuti
confermano i dati presenti in letteratura, evidenziando un aumento del collagene e una
diminuzione dell'elastina nella tonaca media; abbiamo osservato, inoltre, un netto
incremento della frazione di proteoglicani (PGs) altamente solforati rispetto alla totalita dei
PGs. | risultati ottenuti dall’analisi delle sezioni di aorta ratto hanno confermato i dati
ottenuti precedentemente nelluomo.

Sono comunqgue necessari ulteriori studi per poter stabilire se le differenze inerenti
allorganizzazione e al contenuto delle componenti fondamentali della ME giochino

effettivamente un ruolo nella formazione di aneurismi dell’aorta.



INTRODUZIONE



INTRODUZIONE

Caratteri generali e struttura delle arterie

Le arterie sono organi dinamici, capaci di contrarsi e dilatarsi in risposta alle necessita
dell'organismo. Le caratteristiche intrinseche della parete variano in base alla loro
dimensione, localizzazione e funzione. In base alle caratteristiche strutturali, le arterie
possono essere classificate in arterie di grosso calibro (o elastiche), arterie di medio
calibro (o muscolari) e arterie di piccolo calibro (o arteriole). Esistono graduali passaggi da
un tipo di arteria all'altro e si possono cosi individuare anche arterie di tipo misto, con
caratteristiche intermedie tra le differenti tipologie vasali (1).

La parete delle arterie e costituita da tre strati concentrici sovrapposti (tonache)
denominati, procedendo dal lume verso I'esterno: tonaca intima, tonaca media, e tonaca
avventizia. La tonaca intima include il rivestimento endoteliale che delimita il lume,
formato da un unico strato di cellule appiattite di contorno variabile e il sottile strato di
connettivo sottoendoteliale, contenente una quota variabile di fibre elastiche. Funge da
rivestimento protettivo e assicura la regolazione del trasporto di materiale tra il sangue e i
tessuti. La tonaca media, in genere la piu spessa e variabile, caratterizza il tipo strutturale
e il comportamento funzionale delle arterie. E costituita da fibre elastiche e fasci
concentrici di muscolatura liscia immersi in una rete di tessuto connettivo lasso e
connessa alle tonache adiacenti mediante fibre collagene. E’ delimitata internamente ed
esternamente da uno strato di lamine elastiche fenestrate: la membrana elastica interna,
densa e spessa, la separa dallintima e la membrana elastica esterna, sottile e
discontinua, la separa dall’avventizia. Ha lo scopo di conferire al vaso I'adeguata elasticita
(prevalente nelle arterie di grosso calibro) e contrattilita (predominante nelle arterie di

piccolo e medio calibro) (1). La tonaca avventizia € costituita da tessuto connettivo lasso.



L’aorta € la piu grande e importante arteria del nostro corpo e da origine lungo il suo
decorso a tutti i rami della circolazione sistemica, che distribuiscono il sangue ossigenato
a organi e tessuti periferici. Nasce come aorta ascendente dal ventricolo sinistro del cuore
a livello della valvola aortica, con un diametro di circa 3 cm; si ripiega poi all'indietro e
verso sinistra formando I'arco aortico, da cui si staccano le arterie anonima, carotide
comune sinistra e succlavia sinistra. Successivamente discende lungo la colonna
vertebrale continuandosi nell’aorta toracica, e infine, dopo il passaggio attraverso lo jatus

diaframmatico, prende il nome di aorta addominale (2).

Aneurisma aortico

Si definisce “aneurisma” la circoscritta e permanente dilatazione di un vaso per oltre il
doppio del suo diametro di origine, e la sua formazione viene attribuita alla distruzione
dellintegrita strutturale della parete vasale, conseguente a rimodellamento della matrice
extracellulare (ME) e assottigliamento della tonaca media, con frammentazione
dell’elastina e perdita di cellule muscolari lisce (SMCs) (3-5).

L’aneurisma dellaorta presenta una marcata eterogeneita nella suscettibilita sia
individuale che arteriosa, con differenze, rispettivamente, tra individui con fattori di rischio
simili e fra segmenti arteriosi dello stesso individuo. Infatti, benché un aneurisma possa
svilupparsi a qualsiasi livello dell’aorta, si riscontra con frequenza molto maggiore nel
tratto addominale, generalmente al di sotto delle arterie renali, mentre nel tratto toracico
risulta relativamente raro (6). La causa piu frequente alla base della formazione di un
aneurisma e l'aterosclerosi.

L’aterosclerosi € un processo inflammatorio cronico della parete arteriosa che coinvolge la
deposizione di lipidi, linfiltrazione di cellule inflammatorie dal torrente circolatorio
nell’interstizio, I'elevata produzione di collagene e la proliferazione di cellule muscolari

lisce (7, 8), compromettendone la normale architettura e I'integrita strutturale (9). Lesioni



aterosclerotiche avanzate, caratterizzate da un’ampia distruzione delle fibre della ME e
della struttura intimale, sono spesso associate alla formazione di aneurisma dell’aorta
addominale (10).

L’aneurisma dell’aorta addominale (AAA) & generalmente asintomatico. Esso evolve
espandendosi progressivamente, e pud rimanere misconosciuto fino alla rottura. Questa
evenienza ha un tasso di mortalita superiore all’'80% (11).

La localizzazione preferenziale dell’aneurisma é stata attribuita in passato a turbolenze di
flusso ed alterazioni nello stress parietale (12). Piu recenti pubblicazioni hanno invece
riconosciuto I'importanza di fattori anatomici intrinseci della parete arteriosa nel
determinare questa differenziale predisposizione. Studi fisiopatologici hanno dimostrato,
infatti, che tra I'aorta sopra e sotto diaframmatica esistono differenze nelle proprieta
meccaniche, biochimiche e metaboliche, nel profilo proteolitico, nella suscettibilita alla
deposizione di lipidi e nei pathways di signaling cellulare (13, 14). Questa eterogeneita tra
le regioni aortiche é presente gia durante 'embriogenesi (15).

La localizzazione di lesioni aterosclerotiche (e di aneurismi) nel distretto sottorenale é
stata attribuita in passato a fattori emodinamici e stress di parete. Considerando I'aorta nel
suo complesso, come organo, sono emerse alcune differenze anatomiche e strutturali che
hanno contribuito a meglio comprendere il meccanismo di formazione degli aneurismi.
Sebbene la ricerca scientifica stia facendo progressi importanti, ancora non siamo in grado
di poter identificare un elemento indispensabile allo sviluppo della placca aterosclerotica.
Neppure lo studio di quei fattori ritenuti cruciali ci consente di arrivare ad una definizione di
“rischio” che abbia un riscontro scientifico. La limitata abilita nel predire lo sviluppo della
malattia clinica basandosi sullo studio dei fattori di rischio indica che la nostra conoscenza
sulla suscettibilita individuale agli stimoli aterogenici € ancora inadeguata (16-18).

Questa suscettibilita, inoltre, differisce non solo fra individui con fattori di rischio simili

(suscettibilita individuale), ma anche fra diversi intervalli arteriosi dallo stesso individuo



(suscettibilita arteriosa). Per esempio, mentre la carotide interna e le arterie coronarie
dimostrano una marcata suscettibilita allo sviluppo di aterosclerosi, l'arteria toracica
interna e le arterie ulnari distali sembrano marcatamente resistenti, nonostante formino di
solito iperplasia intimale (19-26). Negli esseri umani, le lesioni aterosclerotiche si
sviluppano in luoghi soggetti a iperplasia intimale o ispessimenti intimali, e tali lesioni sono
considerate precorritrici per aterosclerosi (22, 24). Uno shear stress alterato distalmente ai
punti di biforcazione di rami arteriosi € probabile che sia responsabile della formazione di
molta dell'iperplasia intimale del sistema vascolare umano, e tali stress di parete sono una
spiegazione plausibile per il caratteristico aspetto eccentrico dell’iperplasia intimale in
questi siti (22, 26). Non c'e ancora comunque sufficiente chiarezza sul perché tale
iperplasia intimale progredisca fino ad aterosclerosi ad alcuni siti, ma non altri, nel sistema

vascolare.



LA MATRICE EXTRACELLULARE

Note storiche

La matrice extracellulare (ME) e un'entita strutturale complessa che circonda e sostiene le
cellule nei tessuti. Sotto una varieta di altri nomi, precedette la scoperta delle cellule di
secoli, se non migliaia di anni. Prima della “teoria cellulare”, la “teoria della fibra” (ca.
1700) riteneva che tessuti ed organi fossero composti di fibre che in qualche modo erano
vive e quella vita sorse da generazione spontanea. Non é prima della meta del 1800 che
le osservazioni di molti istologi contribuirono a costituire la teoria cellulare. Rudolf Virchow,
e forse piu conosciuto per la sua teoria Omnis cellula e cellula ("ogni cellula origina da
un‘altra cellula esistente e simile”) che pubblico nel 1858. Egli affermava che cellule
originano solamente da altre cellule, un concetto rivoluzionario a quel tempo, e suggeriva
che sostanze intercellulari erano prodotte dalle cellule. Alla fine del XIX secolo, al
microscopio ottico fu possibile vedere che lo spazio intercellulare conteneva fibre,
soprattutto collagene, ma anche elastina in alcuni tessuti, ed un sfondo omogeneo a cui ci
si riferiva a come “sostanza amorfa” (grundsubstanz). Fu solamente quando varie
macromolecole cominciarono ad essere caratterizzate negli anni trenta da metodi chimici

Y

e fisicochimici che il termine di "matrice extracellulare" & entrata in uso.

COMPONENTI e FUNZIONI

La ME determina le caratteristiche fisiche di tessuti e molti delle proprieta biologiche delle
cellule immerse in essa. | componenti principali della ME sono proteine fibrose che offrono
resistenza alla trazione (vari tipi di collagene ed elastina), immerse nella sostanza
fondamentale contenente proteine di matrice multi-adesive (fibronectina, laminina, e

tenascina) che legano le cellule ai diversi componenti della ME, e glicosaminoglicani



(GAGS) e proteoglicani (PGs) che sono largamente responsabili per il volume della ME. |
GAGs e i PGs costituiscono un gel acquoso che resiste a forze compressive e permette la
diffusione di piccole molecole e macromolecole tra cellule e tessuti. Fra i GAGs, un
importante componente della matrice & 'acido ialuronico, un grande polisaccaride che
forma un gel estremamente acquoso rendendo la matrice elastica alla compressione.
Combinazioni diverse di questi componenti conferiscono forza della ME per gli scopi piu
diversi. La ME non dovrebbe essere vista solo in termini di forza ed appoggio fisico per
tessuti ed organismi, dal momento che questa matrice esercita influenze profonde sulle
cellule che vi si trovano immerse. La ME € un serbatoio per una larga serie di biomolecole
come fattori di crescita, enzimi, citochine ed ormoni. Inoltre, comunica direttamente o
indirettamente con le vie di segnalazione intracellulari che spingono una cellula ad
eseguire specifiche funzioni. La matrice offre anche una maglia attraverso la quale

possono muoversi le cellule.

Fibre collagene

| collageni, ogni molecola dei quali consiste di tre catene di polipeptidi chiamati "catena a",
costituiscono la famiglia di proteine che é il costituente principale di ME. Sono noti 106
geni che codificano per collagene a tripla elica (27). Ad oggi, basandosi sulla
composizione di queste catene q, 25 tipi di collagene sono stati differenziati. Tredici tipi di
collagene sono presenti nella parete vascolare dove aiutano a mantenere lintegrita
strutturale della parete, migliorandone la flessibilita, e inoltre giocando un ruolo in vari
eventi cellulari incluse la differenziazione, adesione, migrazione, proliferazione, e
I'apoptosi (28). Il contenuto di collagene aumenta parallelamente con la formazione della
placca aterosclerotica e la sua progressione, e nelle cosiddette placche “ricche di
collagene” rende conto del 60% del contenuto totale di proteine (29). Il collagene di tipo |
rappresenta il 70% collagene del collagene totale, e l'analisi immunoistochimica della
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distribuzione dei singoli tipi di collagene allinterno della placca offre informazioni
estremamente interessanti (30). Entrambi i collageni di tipo | e 1ll, che sono fibrillari, sono
distribuiti insieme in tutte le placche, mentre il collagene di tipo V mostra un aumento con
la progressione della lesione. Il collagene di tipo | e Il sono rispettivamente rigido ed
elastico, mentre il collagene di tipo V, quando abbondante, forma fibre sottili (31). In
guesto caso le fibre di collagene, con il tipo | come base, alterando la proporzione di tipi Il
e V possono soddisfare le varie richieste funzionali. Il collagene di tipo IV, che é il
costituente principale della membrana basale, aumenta parimenti con il procedere della
lesione. Le cellule muscolari lisce della tonaca media e di lesioni aterosclerotiche precoci
sono circondate da uno strato relativamente sottile di collagene di tipo IV, mentre in lesioni
avanzate, SMCs sono circondate da uno spesso strato di collagene 1V, arrivando ad uno
spessore circa 10 volte maggiore di quello del corpo della cellula (29). L’ispessimento
della membrana basale riflette un calo nella capacita proliferativa della cellula e pud
essere preso come un indice dell'invecchiamento. Questi collageni hanno un ruolo anche
nella deposizione delle lipoproteine, con le LDL ossidate che legano in special modo e con
grande affinita i collageni di tipo I, V, lll, ed IV, in ordine decrescente (32). Il collagene di
tipo VI e anche inevitabilmente presente a livello di ispessimenti intimali, insieme a
molecole di adesione cellulare, legandosi a collagene di tipo VI e di tipo Il e alla
membrana basale, il collagene di tipo IV contribuisce all'integrita strutturale della placca.
Inoltre, anche se questo collagene é degradato dalle elastasi dei neutrofili umani (33),
mostra una resistenza a vari enzimi di degradazione della matrice rilasciati da cellule
come le cellule muscolari lisce e macrofagi, e cosi gioca un ruolo vitale nel rafforzamento
e nella stabilizzazione della placca.

Il collagene di tipo VIII assume una struttura di grata esagonale, e migliora I'elasticita della

placca stabilizzandone la struttura e legando fibre elastiche (28). La deposizione di
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ciascun tipo di collagene cambia con il progredire della lesione, riflettendo in questo il
I'attivita metabolica delle SMCs.

Il metabolismo del collagene da parte delle cellule muscolari lisce € regolato
principalmente da fattori di crescita e citochine. Per esempio, il transforming growth factor-
B (TGF- B) stimola la sintesi dei tipi I, Ill, IV e V di collagene (34, 35), mentre, al contrario,
I'interleuchina (IL)-1 (35), il fattore di necrosi tumorale (TNF)-a (36) e I'interferone (INF)-y
(34) sopprimono la sintesi di collagene. Inoltre, il fattore di crescita di derivazione
piastrinica (PDGF) stimola la sintesi dei tipi V e VIII di collagene, mentre inibisce quella del
collagene di tipo IV (28, 37). In questo modo, ogni collagene aumenta in parallelo con
I'evoluzione della lesione, mentre una abbondante degradazione di collagene avviene nel
centro lipidico. L’apoptosi cellulare, e la degradazione di elastina in concerto con la

deposizione di lipidi porta ad un indebolimento e alla fragilita della placca.

Fibre elastiche

Le fibre elastiche sono costituite da elastina, una proteina strutturale, e da fibrillina, una
proteina fibrillare. Esse sono depositate in grande numero nella placca aterosclerotica,
rendendola elastica e deformabile, ma diminuiscono in parallelo con la deposizione di
lipidi. Le fibre elastiche divengono il luogo della deposizione di calcio e lipidi, ove questi
ultimi danno luogo ad una ridotta elasticita e allaumento alla suscettibilita di azione da
parte di enzimi degradanti I'elastina. Le cellule muscolari lisce all'interno della placca
producono elastina, anche se recentemente e stato riportato che i macrofagi all'interno
della placca esprimono sia 'mRNA del precursore solubile dell'elastina che la proteina
finita (38). Il metabolismo dell’elastina delle cellule muscolari lisce & regolato da fattori di
crescita e citochine, come per esempio il TGF- (39) e il fattore di crescita insulino-simile
(IGF)-1 (40) che promuovono la sintesi di elastina, ed il fattore di crescita epidermico
(EGF) (41) che la inibisce.
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Glicoproteine

Oltre a glicoproteine come la laminina e [I'entactina/nidogeno, che costituiscono la
membrana basale nella placca, sono presenti anche la fibronectina, la trombospondina, la
vitronectina, la tenascina, e I'osteopontina.

La fibronectina € una glicoproteina adesiva che possiede l'abilita di legarsi a varie altre
macromolecole, incluso il collagene, I'eparina e I'eparan-solfato, e la fibrina, cosi come a
cellule, e influenza la proliferazione, la morfologia, la migrazione e la differenziazione delle
cellule muscolari lisce (42).

La trombospondina-1 € un glicoproteina prodotta da varie cellule, incluse le piastine,
cellule endoteliali, SMCs, e macrofagi. Essa promuove la proliferazione e la migrazione di
cellule muscolari lisce (43), e possiede una latente azione di attivazione del TGF-$ (44).
La trombospondina-5 e localizzata intorno alle cellule muscolari lisce ed esercita una
azione che ne promuove la migrazione (43).

Anche la vitronectina promuove la migrazione delle cellule muscolari lisce mediante
l'interposizione delle subunita collageniche aVB3 e aVB5 (45). L'osteopontina ha una forte
affinita per il collagene, e allo stesso modo promuove la migrazione di SMCs (46).
Recentemente, e stato riportato che I'osteopontina possa accelerare la formazione di fatty
streak in topi alimentati con una dieta ricca di colesterolo (47), suggerendo la sua

importanza nella formazione della placca aterosclerotica.

Glicosaminoglicani e Proteoglicani

Note storiche

Lo studio dei PGs risale al 1861, quando il condroitin solfato (CS) fu isolato dalla
cartilagine. Dal 1930 al 1950, grande progresso fu fatto nell'analizzare la chimica dei
polisaccaridi di queste preparazioni (note anche come “mucopolisaccaridi’),

principalmente da Karl Meyer e colleghi che descrissero la struttura dell’acido ialuronico,
13



del dermatan solfato (DS), del keratan solfato (KS), e forme isomeriche diverse di CS. Nel
1948, Jorpes e Gardell descrissero la struttura chimica dell’eparina e del heparan solfato
(HS). Questi polisaccaridi infine vennero chiamati glicosaminoglicani (GAG), ad indicare la
presenza di amino zuccheri e altri zuccheri in forma polimerica. Nel 1958, Helen Muir offri
la prima evidenza di un'associazione covalente tra GAGs e proteine. Nel 1966, Rodén e
Lindahl stabilirono la struttura del core proteico del GAG. Questi studi strutturali segnarono

la traccia per gli studi biosintetici che seguirono.

Struttura

| PGs sono macromolecole caratterizzate dalla presenza di una, o piu, lunghe catene
zuccherine non ramificate ed estremamente polianioniche chiamate GAG che sono
covalentemente legate ad una proteina centrale attraverso una regione di collegamento

(Figura 1).

00004 .. Catenadi

H OH OH H OH
GlcA B(1-3) Gal B(1-3) Gal p(1-4) Xyl B O-Ser
Regione di connessione

Figura 1: Modello della struttura fondamentale di un proteoglicano.
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L'unita ripetitiva del GAG consiste di un amino-zucchero, o N-acetile-glucosamina
(GIcNAc) oppure N-acetylgalactosamina (GalNAc); ed un acido hexuronico, o l'acido
glucuronico (GIcA) oppure I'acido iduronico (IdoA). Uno o entrambi gli zuccheri nell'unita
ripetitiva contiene uno o piu gruppi solfato. Questa struttura di base del PG e stata
ritrovata diffusamente fra vertebrati ed invertebrati, suggerendo il loro ruolo in funzioni
essenziali nella fisiologia animale (48). Oltre alle catene di GAG, piu proteine centrali
contengono oligosaccaridi N — e/o O-collegati, simili a quelli presenti in altre glicoproteine
(49, 50). Questi oligosaccaridi sono molto piu corti dei GAG (una catena di GAG di 20-kD
contiene ~80 residui di zucchero, mentre un tipico N-oligosaccaride binario pud contenere

10-12 residui).

Classificazione

| PGs sono un gruppo molto eterogeneo di macromolecole. Anche un solo tipo di proteina
centrale puo variare grandemente nel numero e tipo di catene di GAG attaccate. La
lunghezza delle catene e variabile e la sistemazione di residui solforati lungo le catene
differisce.

Quattro classi principali di GAG sono distinte secondo la struttura dell'unita di disaccaride
che ripete: 1) CS e DS; 2) HS ed eparina; 3) I'acido ialuronico; e 4) KS (Figura 2).

L’acido ialuronico € il piu semplice di tutti i GAG. In contrasto con tutti gli altri, non contiene
zuccheri solforati, tutte le sue unita disaccaridiche sono identiche, la lunghezza della sua
catena € enorme (migliaia di monomeri di zucchero), e non é collegato covalentemente a
nessuna proteina centrale (51). | KS & una catena di polilattosamine solforata identica a
guelle trovate nelle glicoproteine convenzionali e nelle mucine. Il loro collegamento alla
proteina centrale distingue due tipi di KS:. KS I, originalmente descritto nella cornea e N-
collegato a residui di asparagine nella proteina centrale, mentre KS Il o cartilagineo, e O-

collegato a serine o residui di treonina (52).
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Figura 2: Struttura dei glicosamminoglicani.

| PGs possono essere classificati secondo molti parametri: (1) dalla catena di GAG (PGs
che contengono CS/DS o HS), (2) dalla distribuzione topografica rispetto alla cellula (PGs
extracellulari e della membrana basale, PGs associati alla cellula o intracellulari), e (3)
allomologia della proteina centrale (hyalectani, piccoli PGs ricchi di leucine (SLRPs),

sindecani, glipicani e altri).

Proteoglicani di Condroitin/Dermatan solfato

Il Versicano appartiene alla famiglia dei PGs capaci di legare I'acido ialuronico che include
aggrecano, neurocano e brevicano, costituendo un famiglia chiamata collettivamente

hyalectans (53, 54). Ogni membro di famiglia ha una distribuzione caratteristica, con
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aggrecano prominente nella cartilagine, neurocano e brevicano prominenti nel sistema
nervoso centrale, e versicano presente in una molteplicita di tessuti molli. Le
caratteristiche amino- e carbossi-terminale del versicano, insieme ai GAG legati alla
porzione media della proteina centrale, fanno di versicano una molecola estremamente
interattiva e versatile, e questa é all’origine del suo nome (55).

Decorina e biglicano sono membri di una famiglia derivata da un gene separato, le SLRPs.
La famiglia comprende almeno nove membri raggruppati in tre classi (I, Il ed lll) e
sottofamiglie diverse, e sono tutti caratterizzati dalla presenza di un dominio centrale che
contiene sequenze ricche di leucina che realizzano interazioni proteiche forti. Decorina e
biglicano, in classe |, mostrano la piu alta omologia amminoacidica della famiglia (~57%) e
sono gli unici SLRPs con un propeptide. Il propeptide € estremamente conservato nelle
specie e puo funzionare come sequenza di riconoscimento per la xylosyltransferasi, il
primo enzima coinvolto nella sintesi della catena di GAG. Questi due SLRPs contengono
catene laterali di CS legato al dominio amino-terminale della proteina centrale (uno nella
decorina e due nel biglicano) che sono caratterizzati da epimerizzazione di alcuni dei
residui glucuronici a gruppi iduronilici (56).

Versicano, decorina e biglicano sono i PGs CS/DS piu rappresentati nella matrice della
parete arteriosa dei mammiferi (57). La proteina centrale del Versicano VO (370 kDa) e
circa 10 volte quella di decorina (36 kDa) o biglicano (38 kDa). Le catene laterali mostrano
una ampia serie di dimensioni, ma generalmente la media si aggira sui 40-90 kDa

ciascuno.

Proteoglicani di Heparan solfato

Cinque classi distinte di HSPGs rendono conto nei mammiferi per almeno il 95% dei HS di
superficie cellulare, membrane basali ed ME. | HSPGs cellula-associati includono quattro

sindecani integrati nella membrana e sei glipicani ancorati a glycosyl-phosphatidylinositoli
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(GPI). | tre HSPGs pericellulari includono perlecano, agrin ed I'ibrido HSPG/collagene tipo
XVIII. Anche se non collegati direttamente con la membrana plasmatica, questi PGs sono
chiamati pericellulari piuttosto che extracellulari a causa della loro stretta associazione con
la membrana plasmatica via integrine (58).

| sindecani sono una famiglia di PGs che consiste di una proteina centrale transmembrane
di tipo | che tiene le catene di HS distanti dalla membrana plasmatica, e a volte le catene
di CS vicino la membrana. Tutte le cellule nucleate esprimono uno o piu membri di questa
famiglia. Il Sindecano-1 ¢ il sindecano piu rappresentato a livello di cellule epiteliali incluso
'endotelio vascolare, sindecano-2 € soprattutto presente nelle cellule mesenchimali,
neuronali e cellule muscolari lisce (SMCs), sindecano-3 € il sindecano maggiormente
espresso nel sistema nervoso, mentre sindecano-4 e ubiquitario, ma a livelli piu bassi
degli altri sindecani. Ogni sindecano ha un dominio citoplasmatico corto, un dominio
transmembrana (TM), ed un dominio extracellulare con siti di legame per tre - cinque
catene di GAG. Le proteine centrali variano in dimensioni da 20 a 45 kDa. Anche se i loro
domini extracellulari sono estremamente differenti a parte per le regioni che legano i GAG,
il TM é estremamente conservato e ha un ruolo cruciale nella oligomerizzazione (59, 60). Il
perlecano € un HSPG modulare che é espresso in quasi tutte membrane basali cosi come
organi mesenchimali e tessuti connettivi, ed € uno dei piu grandi polipeptidi a singola
catena trovato nei vertebrati ed invertebrati. | cinque moduli di perlecano e le sue catene di
HS possono prendere parte in un gran numero di interazioni molecolari come con il fattore
di crescita dei fibroblasti (FGF)-2, il fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF), il
fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), e altre proteine di matrice. La proteina
centrale del perlecano umano é ~470 kDa e, insieme con numerosi oligosaccaridi O-linked
e fino a quattro catene di HS (tre nel dominio | e potenzialmente una catena nel dominio

V), puo giungere ad un peso molecolare di piu di 800 kDa (61, 62).
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Biosintesi e turnover

La cellula incamera i costituenti fondamenti per la sintesi di GAG, monosaccaridi e gruppi
solfato, attraverso trasportatori specializzati nella membrana plasmatica. Zuccheri e
solfato sono attivati poi attraverso il consumo di un nucleotide nel citosol per formare
uridindifosfato (UDP)-zuccheri e 3'-fosfoadenosina 5'-fosfosolfato (PAPS), rispettivamente,
che vengono quindi traslocati nel reticolo endoplasmatico (ER) ed apparato di Golgi da
specifici trasportatori (63, 64).

| GAGs sono costruiti sulla cosiddetta regione tetrasaccaridica di collegamento, GICABR1-
3GalB1-3GalB1-4XylB1-0O -, attaccato agli specifici residui di serina delle proteine centrali
mentre queste aderiscono alla superficie interna delle vescicole del ER/Golgi. La sintesi di
guesta regione e iniziata dalla somma di xylosio (Xyl) a serina nellER, seguito dalla
somma di due residui di galattosio (Gal) ed il primo residuo di GIcA dallo specifico enzima
glycosyl-transferasi nelle prime regioni cis/mediali del Golgi. La prima hexosamina
trasferita (cioé sul quinto residuo) e critica nel determinare se catene di CS/DS o di
eparina/HS saranno assemblate in modo specifico. Il condroitin/dermatan solfato si
sintetizza quando GalNAc e trasferito alla regione di collegamento comune, mentre
eparina/HS é formato se e aggiunto GIcNAc (Figura 3) (63, 64).

La solforilazione del polimero di condroitina ad opera della specifica sulfotransferasi
avviene via via che il polimero & formato. Condroitin 6-sulfotransferase (C6ST) (65, 66) e
condroitin 4-sulfotransferase (C4ST) (67) catalizzano la solforilazione in posizione 6 e 4

dei residui di GalNAc di condroitina.
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Figura 3: Biosintesi della catena di GAG (adattata da (64)).

Proteinasi extracellulari di diverse famiglie, principalmente il metallo -, serine -, e cisteine -
proteinasi possono degradare la proteina centrale dei PGs. Le metalloproteinasi della
matrice (MMPSs) sono attive a pH neutro e possono catalizzare percio il normale turnover
delle macromolecole di ME come il collagene interstiziale e della membrana basale,
proteine accessorie della ME come fibronectina, e proteoglicani (68). MMP-1, -2, -3, -7 e -
9 sono coinvolte nello smantellamento di versicano (69-71) . MMP-2, -3 e -7 clivano la
decorina e MMP-3 e -13 il perlecano (72). Le attivita proteolitiche delle MMPs sono
accuratamente controllate durante I'attivazione dai loro precursori e sono inibite da inibitori
endogeni, i tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPSs) (73).

La famiglia delle MMP include I'ADAMTS extracellulare (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motif) (68). Un'importante differenza tra ADAMTSs
e MMPs é l'abilita di molti ADAMTSs, ad esempio ADAMTS-1, -4 e -9, di legarsi al'ME
(74).

ADAMTS-1, -4 -5 e -9 sono possono clivare il versicano nativo o substrati di di versicano
(75-78). Cosi come le MMPs, i membri di ADAMTS possono essere inibiti da TIMPs. La
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plasmina e stato dimostrato in vitro di poter degradare versicano (79), e perlecan prodotto
dalla cellula endoteliale (80). Anche le catepsine sono coinvolte nella degradazione di PGs
(81-84).

Oltre al clivaggio proteolitico della proteina centrale, le catene di GAG possono anche
essere digerite enzimaticamente. Endoglicosidasi generalmente iniziano il processo di
degradazione dei GAG. Gli oligosaccaridi rilasciati, lunghi 10-20 residui di zucchero, sono
poi il substrato per le solfatasi che rimuovono i gruppi solfato, che & essenziale per il
subentrare delle esoglicosidasi (85). La regione di collegamento della proteina centrale dei
GAG puo essere degradata anche da endo-B-xylosidase ed endo-B-galactosidase. Una
sola eparinasi mammifera sembra essere responsabile della digestione delle catene di HS
(86-89). L’eparinasi € soprattutto un enzima intracellulare lisosomiale, responsabile per la

degradazione di HSPGs cellulari interiorizzati (90).

Interazione GAG-lipoproteine

Anche se la proteina centrale dei PG pu0 essa stessa esporre siti vincolanti per uno
specifico ligando, la struttura chimica e raffinata di GAG definisce la maggior parte delle
proprieta di legame dei PG, che sono molto diverse, conducendo ad uno specifico
riconoscimento di ligando. Inoltre, molti GAGs all'interno di una sola molecola di PG
determinano un gran numero di siti di legame ad alta-capacita e bassa-affinita,
trasformando i PGs in serbatoi extracellulari dei loro ligandi. Gruppi solfato e carbossilici
conferiscono alle catene di GAG una carica estremamente negativa. | GAGs sono le piu
molecole piu anioniche prodotte dalla cellula animale. Questa proprieta permette loro di
interagire con le varie regioni caricate positivamente in molte molecole proteiche, come
componenti della cascata della coagulazione, fattori di crescita, enzimi, citochine ed

apolipoproteine che mettono in mostra sequenze positive nella loro superficie (91-95).
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Ruolo dei CSPG nell’intrappolamento di LPL

Molte ipotesi sono state proposte per giustificare l'inizio dell’aterosclerosi negli ultimi 150
anni. La “response-to-injury hypothesis” (96), affermava che la lesione endoteliale
conduce ad una risposta infammatoria come parte di un processo di guarigione della
parete arteriosa. | primi dati sperimentali che mettevano in correlazione la riparazione
arteriosa e 'aterosclerosi dopo una lesione meccanica fu riportata da Bondjers e Bjorkerud
(97-103).

La “response-to-oxidation hypothesis” (104) propone nell'ossidazione di lipoproteine il
fattore di collegamento con I'aterosclerosi. |l lavoro pionieristico di Mogen Faber (105) nel
1949 dimostro che l'interazione tra lipoproteine ricche in colesterolo e i mucopolisaccaridi
di CS si associavano allo sviluppo di lesioni nelle arterie umane. Gero et al. (106) and
Hollander et al. (107) aggiunsero evidenza sperimentale in favore dell’importanza dei
mucopolisaccaridi dell'intima come quegli agenti che contribuiscono a trattenere
lipoproteine a bassa densita (LDL) e a sviluppare la lesione. Nel 1980, Camejo e Lalaguna
(108) identificarono il principali PG contenenti CS che contribuiscono alla formazione di
complessi nelle arterie umane. Questo iniziale lavoro fu estesamente ampliato nel 1982
(109).

Nel 1995, Williams e Tabas (110) suggerirono che lintrappolamento subendoteliale di
lipoproteine ricche di colesterolo allinterno della parete arteriosa e il primo passo
dell’aterogenesi, che conduce all’'ossidazione, inflammazione, e disfunzione endoteliale, in
sintonia con le ipotesi precedenti (96, 104). Questi concetti sono noti con il nome di
‘response-to-retention hypothesis”. L'ipotesi si indirizza sul meccanismo che collega i lipidi
circolanti nel sangue e la malattia trovate nel 1913 da Anitschkow e Chalatov nel loro
modello di aterosclerosi di coniglio con dieta arricchita di colesterolo (111).

Le lipoproteine fluiscono normalmente attraverso la parete arteriosa. La ritenuta di

lipoproteine da parte di CSPGs nello spazio dellintima determina la concentrazione di
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lipoproteine nella parete arteriosa. L'interazione tra lipoproteine e PGs comporta
un'interazione ionica tra aminoacidi basici dellapoB100 ed i gruppi di solfato sulle catene
di GAG carichi negativamente (91, 112). Prima della comparsa delle lesioni, le regioni
arteriose prone a sviluppare lesioni mostrano un aumento della ritenzione di lipoproteina
(113, 114), e CSPGs purificati da questi siti dimostrano una aumentata affinita di legame
per lipoproteine aterogeniche (115). Diverse -caratteristiche dei CSPGs sono state
associate in vitro con una maggiore affinita di legame per LDL come catene laterali piu
lunghe (116), e la maggiore estensione di solforilazione (117-119). Rapporti aumentati di
dermatan contro condroitin solfato (118, 120) e di condroitin 6-solfato (C6S) a condroitin 4-
solfato (C4S) (115, 117, 119-121) sono stati associati con una aumentata affinita per LDL
in vitro. Studi di legame in vitro indicano che LDL ha un'affinita piu alta per versicano che
per decorina o biglicano (122), in parte dovuto al grande numero di catene laterali su ogni
molecola di versicano. Questo effetto potrebbe essere amplificato in vivo
dall'organizzazione macromolecolare di versicano con acido ialuronico che crea complessi
che contengono centinaia di catene laterali di CS. Inoltre, a causa del suo alto contenuto
all'interno della parete arteriosa prelesionata e lesionata (123), versicano sembra avere un
pitu grande numero di siti di legame per LDL. Anche il biglicano, che possiede due catene
laterali se comparato con decorina, & stato associato con la ritenzione di lipoproteine nella
parete arteriosa (124). La decorina, anche se implicata come una partecipante nel legame
con lipoproteina in vitro (125), sembra avere una minor partecipazione diretta, con
un'affinita bassa per lipoproteine in assenza di LPL in vitro ed una colocalizzazione meno
costante con I'accumulo di lipidi in vivo. Una volta trattenute, le lipoproteine aterogeniche
subiscono diverse modifiche con importanti conseguenze di patofisiologiche. La prima
modifica & lI'aggregazione lipoproteica (126, 127). L’aggregazione pud avvenire quando
aggregazione quando le LDL trattenute sono ossidato in modo esteso (128, 129) o digerite

da molti enzimi che si sa essere presenti all'interno della parete arteriosa, inclusa la
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fosfolipasi secretiva A2 (130-132), la sfingomielinasi (133, 134), le catepsine (135), e le
chimasi prodotte dalle mast-cellule (136).

Mentre l'ossidazione di particelle contenenti apoB100 legate ai PG innesca la loro
liberazione ed assunzione da parte dei macrofagi, le modifiche non-ossidative aumentano
la forza di legame della particella ai PGs (137). Inoltre, tali particelle modificate non-
ossidativamente tendono ad aggregarsi e fondersi, permettendo I'accumulo extracellulare
progressivo di lipidi di lipoproteine. Sia questi aggregati che gli altri tipi di lipoproteine
modificate sono inglobate avidamente da macrofagi, portando alla formazione di cellule
schiumose e l'accumulo di lipidi intracellulari. Quindi, la modifica locale di lipoproteine
contenenti apoB100 conduce all'accumulo extra e intracellulare di lipidi nell'intima delle
arterie. Il processo puo auto-amplificarsi, dal momento che I'aggregazione di LDL aumenta
in modo sostanziale il loro legame ai PGs, a causa della creazione di un ligandi multimerici
con una migliore esposizione di residui positivi chiave su apoB (138). Inoltre, modifiche
ossidative ed enzimatiche di lipoproteine portano alla generazione di molecole
biologicamente attive, come lisofosfatidil-colina e ceramide che si sono stati mostrati in
grado in vitro di provocare espressione da parte di cellule endoteliali di molecole di
adesione cellulare, la chemotassi dei monociti, e la proliferazione di SMCs che, in risposta,
aumentano la loro sintesi di PG. Altri lipidi derivati dalle lipoproteine come I'acido
lisofosfatidico e il fattore di attivazione piastrinico, bloccano la conversione dei monociti in
cellule migratorie e favoriscono la loro ritenzione nel subendotelio (139). La figura 4 illustra
gli eventi che succedono nell'intima arteriosa dopo la ritenzione di lipoproteine contenenti

apoB.
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Figura 4: Figura rappresentativa del meccanismo di ritenzione subendoteliale di lipoproteine pro-

aterogeniche all'interno della parete arteriosa (adattata da (137)).
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SCOPO dello STUDIO

Questo studio nasce dalla volonta di rispondere al perché esista una cosi marcata
variabilita nella suscettibilita allo sviluppo della malattia aterosclerotica, ed aneurismatica
in particolare, in siti diversi dell’albero vascolare umano. Dati in letteratura suggeriscono
che differenze nella struttura e nell’organizzazione dei componenti della ME della parete
aortica, in particolare per quanto riguarda i proteoglicani depositati nell'iperplasia intimale,
giochino un ruolo centrale nello sviluppo e progressione dell’aterosclerosi. Abbiamo quindi
ipotizzato che le differenze nella composizione di proteoglicani extracellulari intimali fosse
almeno parzialmente responsabile per la marcata variabilita nella suscettibilita a
sviluppare aterosclerosi fra porzioni diverse dell’aorta.

Al fine di caratterizzare la struttura e la composizione dell’aorta nei diversi segmenti di
interesse, sezioni di aorta umana non patologica sono state sottoposte ad analisi
morfologica qualitativa dopo colorazioni in grado di mettere in evidenza i diversi
componenti della ME nella parete dell’aorta.

La stessa analisi morfologica e stata condotta anche su aorta di ratto, in modo da stabilire
se esista comparabilita tra le due specie e per valutare se I'animale da laboratorio, i cui

campioni sono di piu facile reperibilita, possa essere usato come modello sperimentale.

27



MATERIALI e
METODI

28



MATERIALI E METODI

Modello sperimentale

Cinque segmenti di aorta sono stati ottenuti da 8 individui di sesso maschile di eta
compresa tra i 20 e i 35 anni durante autopsie eseguite presso l'lstituto di Medicina Legale
dell'Universita degli Studi di Milano. Tutti gli individui arruolati in questo studio erano
deceduti in seguito a incidenti del traffico o stangolamento. | criteri di esclusione sono stati:
storia di ipercolesterolemia familiare, iperomocisteinemia, tumori liquidi o tumori della
parete aortica, sepsi, grossolane placche aterosclerotiche che coinvolgessero uno dei
segmenti aortici.

Altrettanti segmenti di aorta di ratto sono stati prelevati con le stesse modalita da 4 ratti
Sprague-Dawley sacrificati presso il laboratorio di Neurofisiologia dei sistemi sensoriali e
Neuro-fisiopatologia del dolore del CNR — Istituto di Bioimmagini e Fisiologia Molecolare
(per gentile concessione del professor G. Biella), dopo l'iniezione intraperitoneale di una
dose letale di barbiturici.

Il medesimo protocollo procedurale ed analitico utilizzato per l'aorta umana & stato
applicato nello studio dell’aorta di ratto. E’ stato cosi possibile confrontare i risultati ottenuti
con quelli derivati dallo studio della parete aortica umana.

Al termine dell’atto necroscopico, segmenti aortici spessore di circa 1,5 cm sono stati
prelevati in cinque distinti livelli: aorta ascendente nel tratto intrapericardico, aorta toracica
discendente tra la 3° e la 4° coppia di arterie intercostali, aorta sopraceliaca a livello dello
iato aortico del diaframma, aorta infraceliaca tra 'emergenza del tripode celiaco e quella
della mesenterica superiore, aorta sottorenale a livello del’emergenza della 2° coppia di
arterie lombari al di sotto dell’'origine delle arterie renali. Anche per i campioni di aorta di

ratto i frammenti di tessuto sono stati prelevati a cinque diversi livelli aortici: ascendente,

29



discendente, celiaca, renale e addominale, conservando quanto piu possibile la relazione

con i segmenti aortici umani (Figura 5) .

Figura 5. Schema esemplificativo della sede di prelievo dei segmenti aortici nell’aorta umana.

| frammenti di aorta opportunamente ridotti sono stati fissati in formalina tamponata al 4%
per essere sottoposti ad analisi morfologica.

Tutti i prelievi sono stati eseguiti dallo stesso operatore dopo aver ottenuto, nel caso di
prelievi autoptici, il non-dissenso da parte dei familiari e I'autorizzazione del Procuratore

della Repubblica di Milano.

Allestimento del preparato istologico

Il protocollo per l'allestimento del preparato istologico prevede passaggi di fissazione,

disidratazione, chiarificazione e infiltrazione, inclusione, taglio e colorazione
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Fissazione
Al fine di ridurre al minimo i processi di degradazione che seguono inevitabilmente alla

morte del tessuto, i frammenti di aorta sono stati fissati il pit velocemente possibile.

La fissazione € un trattamento volto ad impedire 'avanzamento dei processi putrefattivi nei
campioni biologici, mantenendo inalterate le caratteristiche strutturali dei componenti
tissutali e preservandone la morfologia originale, mediante blocco dei processi cellulari ed
inattivazione degli enzimi autolisanti. Inoltre, formando legami crociati che stabilizzano le
proteine e rendendo insolubili gli altri costituenti cellulari, conferisce ai tessuti la resistenza
e le caratteristiche adattate a consentirne un’adeguata processazione.

Per questo studio é stata effettuata una fissazione chimica impiegando un fissativo
aldeidico denaturante, la formalina, in una soluzione al 4% in PBS (Phospate Buffer
Saline). La formalina agisce formando legami tra il suo gruppo aldeidico e i gruppi
amminici dei residui di Arg e Lys delle proteine. E’ il fissativo piu usato, poiché ha un
elevato potere di penetrazione, preserva una buona morfologia, prevenendo I'eccessivo
indurimento dei tessuti, ha elevata stabilita nel tempo e consente la realizzazione dei piu
comuni metodi di colorazione.

| campioni di aorta sono stati quindi immersi in fissativo (soluzione di formalina 4%,
saccarosio 2% in PBS), da un minimo di 4 ore ad un massimo di una notte a 4°C. Il tempo
di penetrazione del fissativo € proporzionale alle dimensioni del pezzo e il volume di
formalina deve essere adeguato alla dimensione di quest’ultimo, nella proporzione di 1:20.
La soluzione e stata preparata diluendo la paraformaldeide al 37% in PBS 0,1 M pH 7.4, in
modo che non ci sia diversita di pH fra il tessuto e la soluzione fissativa, e per evitare
artefatti dovuti a differenze di osmolarita.

Al termine del periodo di fissazione sono stati effettuati 3 lavaggi da 30 minuti ciascuno in

agitazione con PBS, allo scopo di eliminare I'eccesso di fissativo.
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Disidratazione e chiarificazione

La disidratazione e il passaggio che consente di allontanare lentamente e
progressivamente I'acqua dal tessuto, permettendone la sostituzione con il solvente del
mezzo d’inclusione idrofobo. Si effettua con qualsiasi agente chimico anidro in grado di
sostituire 'acqua presente nei tessuti, affinché non provochi eccessive coartazioni e sia
solubile e miscibile con i solventi intermedi utilizzati prima dell’infiltrazione in paraffina. Un
agente chimico anidro con queste caratteristiche € I'alcool etilico. Esso viene impiegato a
concentrazioni crescenti (70%, 95%, 100%), secondo il seguente protocollo:
e immersione in etanolo 70% per 1 ora in agitazione, se a temperatura ambiente, o
fino a una settimana, se mantenuto a 4°C
e 3 lavaggi da 30 minuti ciascuno, in agitazione, con etanolo 96% a temperatura
ambiente
e 3 lavaggi da 30 minuti ciascuno, in agitazione, con etanolo 100% a temperatura
ambiente
Dopo l'ultimo passaggio in alcool assoluto si effettuano 3 lavaggi da 30 minuti ciascuno, in
agitazione a temperatura ambiente con xilolo, ben miscibile con I'alcool 100% e solvente
specifico della paraffina. Questo passaggio ha la funzione di aumentare I'idrofobicita del

campione e prepararlo per la successiva penetrazione del mezzo includente.

Infiltrazione

Questo processo consiste nella sostituzione graduale dello xilolo con il mezzo di

inclusione in forma liquida, la paraffina, che penetra uniformemente nei tessuti.

La paraffina ha punto di fusione intorno a 54-60°C e solidifica a temperatura ambiente. |

frammenti di aorta sono stati quindi immersi in un volume idoneo di paraffina liquida e
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mantenuti per 1 ora in stufa. Successivamente, la paraffina & stata sostituita e i campioni

sono stati nuovamente posti in stufa, overnight.

Inclusione

Poiché la maggioranza dei tessuti biologici sono molli, l'inclusione serve a rendere |l
frammento di tessuto sufficientemente duro ed omogeneo da consentirne
successivamente il taglio in sezioni molto sottili. A tale scopo si utilizza la paraffina, che
consiste in una miscela di idrocarburi alifatici rispondenti alla formula generale CpHzn+2
(con n compreso tra 21 e 34), e che a temperatura ambiente si presenta allo stato solido,
di colore bianco traslucido. Per questo passaggio si utilizza 'inclusore, uno strumento che
permette I'erogazione di paraffina liquida ed & dotato di una piastra calda e di una piastra
fredda che consentono, rispettivamente, di mantenere la paraffina allo stato liquido e di
permetterne il rapido indurimento.

Al termine dell'infiltrazione i campioni sono stati trasferiti in vaschette di metallo
appoggiate sulla piastra calda e riempite con paraffina fusa. Aiutandosi con delle pinze, i
frammenti di aorta sono stati posizionati al centro della vaschetta nell’orientamento
desiderato. La vaschetta é stata, quindi, rapidamente trasferita sulla superficie fredda per
far si che la paraffina inizi a solidificare, mantenendo il campione nella posizione voluta.
Sulle vaschette sono stati successivamente posizionati dei supporti in plastica ed e stata
aggiunta altra paraffina fusa, in modo da coprirle completamente. | blocchetti cosi ottenuti
sono stati lasciati raffreddare a temperatura ambiente e poi conservati in camera fredda,
per permettere alla paraffina di solidificarsi completamente. A questo punto la vaschetta

metallica e stata rimossa e si & ottenuto un cubetto solido pronto per essere tagliato.
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Taglio

Perché un tessuto possa essere osservato al microscopio ottico, deve essere
sufficientemente sottile da permettere al fascio di luce di attraversarlo. | campioni inclusi in
paraffina devono, quindi, essere tagliati in sezioni dello spessore di 4-8 um e lo strumento
che e stato utilizzato per raggiungere tale scopo € il microtomo a rotazione.

Per procedere al taglio delle sezioni, il blocchetto freddo di paraffina e stato sagomato con
una lametta in modo da formare un trapezio con il campione al centro, dopodiché é stato
sistemato sul supporto del microtomo con la base minore del trapezio rivolta verso l'alto,
disposto verticalmente rispetto alla lama, inclinata di 5°. Tramite una manovella si fa
oscillare il blocchetto, in modo continuo e regolare, sulla lama fissa cosi da ottenere nastri
continui di sezioni dello spessore precedentemente impostato.

Si inizia con una prima fase di “sgrossatura”, che consente di rimuovere lo strato esterno
di paraffina e portare in superficie il pezzo incluso all’interno del blocchetto, in modo che
sia a contatto con la superficie di taglio e possa essere esaminato in ogni suo punto. In
questa fase il taglio viene eseguito usando spessori di sezione maggiori (da 10 a 40 pm).
Una volta raggiunto il piano di sezione, si procede con il taglio delle sezioni definitive allo
spessore desiderato. Si possono scegliere sezioni seriate, tagliando tutte le sezioni una
successiva all’altra senza scarto di materiale intermedio o sezioni non seriate, tagliando
solo alcune sezioni e scartando il materiale intermedio. Le sezioni ottenute vengono
successivamente staccate con un pennello dalla lama e appoggiate delicatamente in un
bagnetto termostatato a 41-45°C. L’acqua calda consente di distendere le fettine e di
facilitarne I'adesione al vetrino, inoltre, sullo sfondo nero del bagnetto la qualita della
sezione viene piu facilmente apprezzata. Le sezioni distese vengono poi raccolte su vetrini
portaoggetti polilisinati, lasciate scolare e poste in stufa a 37°C over night per ottenere la
definitiva adesione. Le sezioni, di 4 um ciascuna, sono a questo punto pronte per la

colorazione.
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Colorazione
La colorazione &€ un passaggio fondamentale per permettere lo studio dei tessuti al
microscopio. | tessuti animali, infatti, sono normalmente quasi incolori, poiché costituiti in
gran parte d’acqua, privi di contrasto e trasparenti alla luce. Per renderli visibili al
microscopio si possono utilizzare, anche in combinazione, vari coloranti istologici, che si
legano selettivamente ad alcune strutture cellulari o tissutali, aumentandone il contrasto.
Consentendo di colorare in modo differenziale i diversi componenti di un tessuto, li
rendono quindi distinguibili e ne favoriscono l'identificazione. Poiché i coloranti sono
generalmente in soluzione acquosa, € necessario, prima di procedere con la colorazione,
allontanare la paraffina mediante xilolo, e poi reidratare il tessuto, mediante passaggi in
una serie di soluzioni di acqua deionizzata e alcool a concentrazione decrescente fino
all'acqua.
Dopo aver disposto i vetrini portaoggetti con le fettine incluse in paraffina negli appositi
rack portavetrini, sono stati eseguiti i seguenti passaggi:

e prima sparaffinatura in xilolo1l per 10 minuti

e seconda sparaffinatura in xilolo2 per 10 minuti

e alcool 100% per 5 minuti

e alcool 96% per 5 minuti

e alcool 75% per 5 minuti

e alcool 50% per 5 minuti

¢ lavaggio in acqua distillata per 5 minuti

A questo punto si &€ proceduto con le specifiche colorazioni.

a) Colorazione con ematossilina-eosina
La colorazione con ematossilina-eosina permette di valutare la struttura generale del

tessuto di interesse. L'ematossilina, basica, colora in blu scuro i nuclei e altri componenti
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cellulari carichi negativamente (come acidi nucleici, ribosomi, proteine di membrana e
membrane cellulari, elastina), mentre I'eosina, acida, colora in varie gradazioni di rosa-
arancio i citoplasmi e gli elementi cellulari carichi positivamente (come molte proteine
cellulari, le proteine mitocondriali, le fibre collagene).
Dopo reidratazione e lavaggio dei vetrini in H,O e stato utilizzato il seguente protocollo:

e immersione in ematossilina di Harris (Bio-Optica) per 1 minuto

e lavaggio in acqua corrente per 5 minuti

e immersione in eosina per 4 minuti

e passaggi veloci (5-10 secondi) in alcool 75%, 96%, 100%

e 2 passaggi in xilolo per 5 minuti ciascuno

e montaggio dei vetrini con Neo Entellan

b) Colorazione con rosso Sirius
Il rosso Sirius € un particolare tipo di colorante, basato sul principio dell'impregnazione del
tessuto. E’ utilizzato principalmente per evidenziare le fibre collagene. All'osservazione al
microscopio il collagene appare colorato in rosso brillante su uno sfondo giallo pallido,
mentre i nuclei vengono colorati in blu-nero, ma possono essere spesso anche grigi o
marroni.
Terminata la disidratazione ed effettuato il lavaggio in H,O, il protocollo utilizzato e il
seguente:

¢ incubazione in una soluzione di rosso Sirius 0.1% in acido picrico saturato in acqua

per 30 minuti

e risciacquo in acqua corrente per 30 minuti

e passaggi veloci (5-10 secondi) in alcool 75%, 96%, 100%

e 2 passaggi in xilolo per 5 minuti ciascuno

e montaggio dei vetrini con Neo Entellan
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c) Colorazione con orceina
L’orceina appartiene ai coloranti di ossazina ed & particolarmente indicata per la
colorazione delle fibre elastiche; viene anche utilizzata per la colorazione della cromatina
sessuale, per la colorazione dei nuclei e per l'individuazione di inclusioni epatiche, in
particolare di antigeni dell'epatite B. Le fibre elastiche per I'azione dell’'orceina appaiono di
tonalitd rosso-bruna intensa e spiccano su un fondo pressoché incolore, salvo colorazione
di contrasto.
La soluzione di lavoro € stata preparata miscelando l'orceina in polvere con alcool etilico al
70% e acido cloridrico assoluto.
Effettuata la reidratazione, i vetrini vengono trattati con il seguente protocollo:

e lavaggio in H,O distillata per 1 minuto

e immersione in Orceina per 30 minuti

e rapido passaggio in alcool 70% (10 secondi)

e due passaggi in alcool 96% per 1 minuto ciascuno, tenendo i vetrini in costante

movimento
e due passaggi in alcol 100% per 1 minuto ciascuno
e 2 passaggi in xilolo per 5 minuti ciascuno

e montaggio dei vetrini con Neo Entellan

d) Colorazione con Alcian blueapH 0.2, pH 1.0, pH 2.5
La colorazione con Alcian blue permette di mettere in evidenza la componente non
fibrillare della matrice extracellulare. L’Alcian blue & un colorante cationico in grado di
legarsi ai polianioni dei mucopolisaccaridi e dei proteoglicani acidi, in particolare a residui
solforici, carbossilici e ialuronici. Permette, quindi, di identificare in modo selettivo i GAGs
presenti all'interno di un tessuto, colorandoli in gradazioni di azzurro-blu. Variando il pH

della soluzione di Alcian blue si puo raggiungere un differente grado di selettivita riguardo
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al tipo di GAG costituenti il tessuto. A pH 2.5, infatti, vengono colorate in blu la maggior
parte delle mucine acide, a pH 1.0 risultano colorate solo le mucine da debolmente ad
altamente solforate, a pH 0.2 vengono rilevati solo i GAGs altamente solforati (condroitin e
cheratan solfato), mentre le restanti mucine non vengono colorate (144).

La soluzione di Alcian blue a pH 2.5 é stata preparata sciogliendo il colorante in polvere
(Alcian blue 8GX 1% BDH) in una soluzione di acido acetico al 3% diluito in acqua
distillata. La soluzione a pH 1.0 é stata preparata con Alcian blue 8GX 1% in HCI 0.1N. La
soluzione a pH 0.2 é stata preparata con Alcian 8GX 1% in acido solforico al 10%.

Dopo reidratazione e lavaggio dei vetrini in H,O, e stato utilizzato il seguente protocollo:

immersione in Alcian blue per 15 minuti

e per 'Alcian blue a pH 2.5 lavaggio in acqua corrente per 5 minuti, per le soluzioni a
pH 1.0 e 0.2 scolatura e asciugatura all’aria

e disidratazione rapida in alcool 75%, 96%, 100%

e 2 passaggi in xilolo per 5 minuti ciascuno

e montaggio dei vetrini con Neo Entellan

Montaggio

Il montaggio si effettua ponendo sul vetrino portaoggetti (su cui si trova la sezione
colorata) una goccia di fluido per montaggio e, successivamente, ricoprendo il tutto con un
vetrino coprioggetto, facendo attenzione a non lasciare bolle d’aria in prossimita o sopra il
tessuto stesso. La caratteristica del fluido impiegato per il montaggio € quella di
cristallizzare rapidamente e di impedire l'interposizione d’aria tra i due vetrini, consentendo
cosi una visione ottimale al microscopio. [l montaggio ha lo scopo di rendere permanente il
preparato, cioé renderlo inattaccabile dagli agenti atmosferici, e consentirne quindi una

conservazione pressoché illimitata nel tempo.
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Osservazione al microscopio ottico

Il microscopio ottico (MO) utilizza le lunghezze d'onda della luce visibile e il suo principio di
funzionamento si basa sull'attraversamento del preparato istologico da parte del fascio di
luce. Perché cio avvenga in modo efficiente, lo spessore del campione deve essere di 4-
10 ym. L’ingrandimento tipico dei MO & fino a 1500x, con un limite di risoluzione di circa
0,2 um. Lo strumento € costituito da una base meccanica di sostegno, da dispositivi di
regolazione della distanza dell'apparecchio dall'oggetto e di messa a fuoco, da un
apparato di illuminazione e da un sistema di lenti che comprende condensatore, obiettivo
e oculare. Il condensatore collima il fascio di luce sul campione; l'obiettivo € in prossimita
del campione da osservare e permette un ingrandimento generalmente compreso tra 4 e
100x; l'oculare & usato per osservare e consente l'ulteriore ingrandimento (da 5 a 15x)
dell'immagine prodotta dall'obiettivo.

In questo studio, per I'analisi morfologica delle sezioni istologiche colorate ci siamo avvalsi
del microscopio Nikon Eclipse E600, dotato di apparecchiatura fotografica digitale
dedicata (Nikon DS-5M), che consente l'acquisizione di microfotografie delle sezioni

desiderate. | vetrini sono stati osservati ad un ingrandimento di 10x e 20x.
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RISULTATI
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RISULTATI

In questo studio sono state effettuate due valutazioni indipendenti. La prima é stata
eseguita sull’aorta di otto soggetti sani, deceduti per cause traumatiche, e si proponeva di
individuare nell’aorta umana le possibili differenze strutturali che distinguessero e
caratterizzassero i diversi tratti di aorta. La seconda valutazione e stata compiuta su
campioni derivanti da quattro ratti Spague Dawley, per caratterizzare la struttura dell’aorta
ed evidenziare possibili differenze nei diversi tratti e, quindi, individuare un possibile
modello animale su cui proseguire le ricerche in futuro. | soggetti inclusi in questo studio
sono tutti confrontabili tra loro per quanto attiene ai rilievi morfometrici e demografici.
All’'osservazione al microscopio ottico della parete aortica umana, la tonaca intima puo
essere identificata da uno strato endoteliale e da un sottile spazio subendoteliale
delimitato dalla lamina elastica interna. Questa circoscrive la tonaca intima, ove appaiono
significativi gli ispessimenti intimali diffusi (Diffuse Intimal Thickening — DIT), mentre € ben
riconoscibile la separazione tra la tonaca media interna ed esterna ad opera dalla lamina
elastica esterna. Nei campioni esaminati lo spessore della tonaca intima appare maggiore
a livello sottorenale, ove si possono osservare lamelle discontinue di elastina intercalate a
fibrille collagene. In particolare, la tonaca intima si presenta costituita da una sottile trama
di cellule endoteliali e una scarsa ME a livello dell’aorta ascendente, mentre appare piu
spessa a livello toracico ed addominale, assumendo un notevole spessore a livello
sottorenale rispetto al livello ascendente.

La tonaca media rappresenta la maggior parte della parete del vaso e consiste di lamelle
elastiche concentriche fra le quali sono ospitate cellule muscolari lisce e fasci di collageno.
La tonaca media appare maggiormente rappresentata a livello dell’aorta ascendente, dove

la componente elastica & prevalente su quella collagenica. A questo livello, le fibre
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elastiche appaiono ordinate in modo uniforme e lasciano poco spazio ad una piu scarsa
componente amorfa. Al contrario, a livello dell’aorta toracica discendente ed addominale,
la componente elastica lascia spazio ad una matrice amorfa piu rappresentata, e la
componente fibrillare e rappresentata principalmente da collagene. Nell'avventizia,
elementi cellulari (principalmente fibroblasti) sono avvolti in una ME particolarmente ricca
in collagene.

Alcune sezioni di aorta umana gia colorate con ematossilina ed orceina sono state
colorate anche con Alcian blue a pH 0.2 per evidenziare sulle stesse sezioni istologiche la
presenza di GAGs e PGs altamente solforati. Le sezioni di aorta umana sono risultate
colorate intensamente, indicando la presenza di GAGs e PGs altamente solforati
all'interno delle tonache che costituiscono la parete del vaso. In particolare, un aumento
dell’intensita della colorazione era evidente soprattutto a livello della parte interna della
tonaca media e della tonaca intima. Una decisa tendenza allaumento dell'intensita della
colorazione si pud notare in corrispondenza dei DIT, soprattutto a livello sottorenale

(Figura 6).

Figura 6: Aorta umana. Microfotografie di sezioni trasversali di aorta umana normale ascendente (A),

discendente (B), celiaca (C), renale (D) e addominale sottorenale (E), in soggetto di 27 anni. Colorazione

con orceina, Alcian blue pH 0,2 ed ematossilina. Ingrandimento 20x
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Le colorazioni delle sezioni di aorta con solo Alcian blue a diversi pH hanno permesso di
confermare i dati ottenuti dalle prime indagini, in particolare per quanto attiene la

componente altamente solforata (Figura 7).

AB pH 2.5 AB pH 1.0 AB pH 0.2 Rosso Sirius

Figura 7: Aorta umana. Microfotografie al microscopio ottico di sezioni trasversali di aorta ascendente (A),

discendente (B), celiaca (C), renale (D) e addominale (E) umana colorate con Alcian blue apH 2,5, apH 1 e

a pH 0,2, e con rosso Sirius. Ingrandimento 20x
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Si puo infatti notare come la componente glicanica si mantenga pressoché costante per
guanto riguarda le mucine acide e quelle modestamente solforate, identificate in modo
selettivo dalle colorazioni rispettivamente a pH 2.5 e pH 1.0, mentre ci sia una variazione
per quanto riguarda la componente altamente solforata, che si colora selettivamente con
I'Alcian blue a pH 0.2.

La colorazione con rosso Sirius colora in modo specifico le fibre collagene, che risultano
colorate in rosso. Con questa colorazione abbiamo confermato i dati gia presenti in
letteratura per quanto attiene alla componente collagenica dei diversi tratti aortici. In
particolare, abbiamo osservato come le fibre collagene presentino un’organizzazione piu
densa a livello sottorenale rispetto a quanto sia osservato a livello dell’aorta ascendente,
ove risulta per lo piu intercalato a fibre elastiche ben organizzate (Figura 7).

Lo studio della parete aortica umana ha inoltre fatto rilevare come il contenuto di PG
altamente solforati aumenti in senso cranio-caudale.

Per quanto attiene allo studio sull’aorta di ratto, i risultati ottenuto sono sovrapponibili a
quelli ottenuti dallo studio dell’aorta umana.

Dopo colorazione con ematossilina-eosina (Figura 8) si pud apprezzare che la parete
dellaorta sovradiaframmatica presenta una maggiore quantita di cellule e
un’organizzazione strutturale lamellare, con fibre ben distribuite ed organizzate, che
decorrono parallelamente tra loro. Nei segmenti piu distali I'organizzazione della
componente fibrosa si modifica e questo €& particolarmente evidente nell’aorta addominale.
La sua parete mostra, infatti, un numero minore di cellule e le fibre elastiche appaiono
rilassate e disposte in modo disordinato ed irregolare, prive di un netto orientamento
riconoscibile. Viene anche confermata la tendenza, gia riportata in letteratura, alla
graduale diminuzione dello spessore della tonaca media e al progressivo aumento dello

spessore dell’avventizia, passando dall’'aorta ascendente verso quella addominale.
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Figura 8: Aorta di ratto. Microfotografie al microscopio ottico di sezioni trasversali di aorta ascendente (A),
discendente (B), celiaca (C), renale (D) e addominale (E) di ratto colorate con ematossilina-eosina (EE),

rosso Sirius (RS) e orceina (OR). Ingrandimento 20x.
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La colorazione con rosso Sirius (Figura 8) colora in gradazioni di rosso le fibre collagene,
ma in modo aspecifico anche le fibre elastiche, e permette di apprezzare la variazione del
rapporto elastina-collagene lungo i diversi segmenti aortici. La componente fibrillare,
disposta ordinatamente nel tratto prossimale, assume un andamento irregolare piu
distalmente e la quantita di collagene nella tonaca media aumenta progressivamente, in
particolare nel tratto addominale. Quest'ultimo risulta, infatti, piu intensamente colorato e
le fibre che lo compongono appaiono disorganizzate e prive di andamento preciso.

La colorazione con orceina (Figura 8), colorando specificamente le fibre elastiche in
tonalita di marrone, permette di riconoscere come le lamine di elastina della tonaca media
mantengano una disposizione ordinata a livello prossimale e vadano incontro ad una
progressiva degradazione e disorganizzazione nei segmenti piu distali. Questo andamento
e evidente soprattutto nella parete dell’aorta sottorenale, dove si pud apprezzare una
riduzione dell'intensita del colore e una maggiore irregolarita delle fibre.Se le colorazioni
precedentemente descritte hanno confermato dati attesi e gia presenti in letteratura,
risultati interessanti sono stati osservati dopo colorazione con Alcian blue, che permette di
mettere in evidenza i GAGs e i PGs presenti all'interno del tessuto (Figura 9). In seguito a
colorazione con Alcian blue a pH 2,5 e a pH 1 (Figura 9), che colorano, rispettivamente, la
gran parte dei GAGs e i GAGs da debolmente a modestamente solforati, abbiamo
osservato che i cinque segmenti aortici mostrano una comparabile intensita di colorazione
azzurra, ad indicare che il contenuto totale di PGs nella parete aortica si mantiene
costante tra il distretto sopra-diaframmatico e sotto-diaframmatico.

Con la colorazione a pH 0,2 (Figura 9), selettiva per i GAGs altamente solforati, abbiamo
invece apprezzato come la sezione addominale si colori molto piu intensamente delle
altre, dimostrando che il contenuto di PGs altamente solforati nella parete aortica aumenta

progressivamente dal tratto prossimale verso quello distale.
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Figura 9: Aorta di ratto. Microfotografie al microscopio ottico di sezioni trasversali di aorta ascendente (A),
discendente (B), celiaca (C), renale (D) e addominale (E) di ratto colorate con Alcian blue apH 2,5, apH 1 e

a pH 0,2. Ingrandimento 20x.
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DISCUSSIONE

La localizzazione di lesioni aterosclerotiche (e di aneurismi) nel distretto sottorenale é
stata attribuita in passato a fattori emodinamici e stress di parete. Considerando I'aorta nel
suo complesso, come organo, sono emerse alcune differenze anatomiche e strutturali che
hanno contribuito a meglio comprendere il meccanismo di formazione degli aneurismi (23).
Agli inizi degli anni Novanta, si comincio a studiare la composizione della parete aortica
focalizzando l'attenzione sulle componenti strutturali piu eclatanti, il collagene e I'elastina,
ed il loro metabolismo (26). La scoperta del coinvolgimento delle metalloproteinasi della
matrice (MMP) nel rimodellamento della parete aortica fu, per oltre dieci anni, 'argomento
scientifico piu dibattuto nelle riviste specializzate. Approfondendo le prime intuizioni, si
giunti ad affermare che molte, se non tutte, le MMP coinvolte nel rimodellamento aortico
sono prodotte da cellule che non risiedono normalmente nella parete aortica, come |
macrofagi (68). Al contrario, queste cellule vengono reclutate dal torrente circolatorio e
spinte a produrre MMP e altri enzimi sotto I'influsso di diverse citochine e numerosi fattori
di stimolazione. Progredendo con la ricerca scientifica in questa direzione, si € giunti ben
presto a capire che la degradazione di collagene ad opera delle MMP non era che uno dei
passaggi responsabili del rimodellamento della parete aortica. Rimaneva da capire il
motivo per cui cellule scavenger del sistema immunitario venissero richiamate nella parete
aortica. Inizialmente fu pensato che la formazione di “foam cells” o cellule schiumose
fosse alla base dello sviluppo di lesioni aterosclerotiche piu mature. In realta, i macrofagi
non risiedono normalmente nella tonaca media né tanto meno nell'intima della parete
aortica. Tutt’al piu, qualche macrofago € ritrovabile nella porzione della tonaca media al
passaggio con lavventizia (112, 140). | monociti vengono richiamati dal torrente
circolatorio attraverso specifiche molecole di adesione (ICAM, VCAM e selectine)

espresse sulla superficie delle cellule endoteliali. Percorrendo a ritroso gli avvenimenti che
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portano al reclutamento dei monociti, si & arrivati a capire che € necessaria una adeguata
stimolazione per accendere il sistema inflammatorio al di sotto della membrana basale
endoteliale. Dal momento che la componente “schiumosa” delle foam cells era
principalmente costituita di materiale lipidico, & sembrato logico ricercare nel metabolismo
dei lipidi, e del colesterolo in particolare, il fattore indispensabile che mancava alla
comprensione dello sviluppo dell’aterosclerosi. Ultimamente si € arrivati a comprendere
che l'accumulo e il metabolismo enzimatico di LDL nella matrice extracellulare della
tonaca intima sono in grado di creare un stimolo infiammatorio locale che, avvertito dalle
cellule endoteliali, & in grado di innescare il meccanismo sopra descritto (140).

La “response to retention hypothesis” propone che il trattenimento delle lipoproteine da
parte dei proteoglicani della matrice, piu prominentemente condroitin (CS)/dermatan (DS)
solfati, sia un passo critico nell’inizio dell’aterogenesi (110). Il legame delle lipoproteine a
gueste molecole porta al loro intrappolamento e, in ultimo, alla fagocitosi da parte dei
macrofagi e altre cellule. Comprendere, quindi, il preciso meccanismo mediante il quale i
lipidi siano intrappolati e trattenuti nel contesto dei vasi sanguigni € un passo critico per
capire l'aterogenesi, e pud costituire l'obiettivo per nuove terapie volte a ridurre la
formazione di placche direttamente a livello della parete vascolare.

Un studio riportato su Nature dal Laboratorio di Boren a Gothenburg nel 2002 non solo
supportd la “response to retention hypothesis” ma anche specificamente il ruolo dei
proteoglicani nell’intrappolamento delle lipoproteine (112). Questo studio presenta
evidenze dirette che il legame delle LDL ai proteoglicani nella parete dei vasi sanguini € un
passo di chiave nell’aterogenesi. Gli autori concludono “Quindi, I'aterosclerosi € iniziata
dalla ritenzione a livello sub-endoteliale di lipoproteine aterogeniche”.

Il fatto che la patologia aortica possa essere correlata a differenze anatomiche e fisiche
nelle regioni prossimali e distali non € un concetto nuovo. Wolinsky e Glagov studiarono

'aorta toracica e infrarenale umana e di altri mammiferi, scoprendo che, mentre 'aorta
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toracica € molto simile tra le specie, 'aorta addominale umana contiene un numero
inferiore di lamelle di elastina nella tonaca media rispetto alle altre specie (141) .

In questo studio abbiamo verificato l'esistenza di una correlazione tra la differente
suscettibilita dimostrata dai diversi tratti aortici nello sviluppare aneurismi e le possibili
differenze strutturali intrinseche della struttura del vaso, mediante analisi morfologica. Le
colorazioni utilizzate hanno permesso di evidenziare e caratterizzare i diversi componenti

della ME della parete aortica nei 5 segmenti di aorta di interesse.

Struttura dell’aorta

La colorazione con ematossilina-eosina ha permesso di evidenziare alcune differenze
strutturali fra i diversi segmenti di aorta analizzati, sia umani che di ratto. Le evidenze piu
rilevanti suggeriscono, infatti, che la parete dell’aorta sovradiaframmatica presenti una
maggiore quantita di cellule e un’organizzazione strutturale con fibre ben distribuite ed
organizzate. Al contrario, nei segmenti piu distali 'organizzazione della componente
fibrosa si modifica, in particolare nell’aorta addominale, in cui si osservano un numero
minore di cellule e le fibre elastiche appaiono rilassate e disposte in modo disordinato ed
irregolare, prive di un netto orientamento riconoscibile. In direzione cranio-caudale appare
evidente anche una graduale diminuzione dello spessore della tonaca media. Tali dati

confermano quanto precedentemente descritto in letteratura (142, 143).

Componente fibrosa della parete aortica

La colorazione con Rosso Sirius, che colora in gradazioni di rosso le fibre collagene, ha
permesso di evidenziare come questa componente della ME della parete aortica si
presenti disposta ordinatamente nel tratto prossimale, mentre assume un andamento

irregolare procedendo distalmente. Tale riscontro € accompagnato dall’osservazione che
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la quantita di collagene nella tonaca media aumenta progressivamente, in particolare nel
tratto addominale, associandosi ad un progressivo diradamento delle fibre elastiche.

L’analisi al microscopio dei campioni colorati con orceina, colorazione specifica per le fibre
elastiche, suggerisce che le fibre elastiche della tonaca media mantengono una
disposizione ordinata a livello prossimale, mentre vanno incontro ad un progressiva
degradazione e disorganizzazione nei segmenti piu distali, ed in particolare nella parete
dellaorta sottorenale. Questa osservazione si associa a quanto precedentemente
osservato per le fibre collagene, che a livello sottorenale appaiono sostituire quasi
interamente la componente elastica. | dati ottenuti dall’'osservazione delle sezioni di aorta
umana sono risultati paragonabili a quelli forniti dall’analisi delle sezioni di aorta di ratto,
suggerendo che il modello animale possa essere utilizzato per futuri studi in questo

campo.

Proteoglicani della parete aortica

Considerato l'importante ruolo dei PG nell’aterogenesi, abbiamo caratterizzato la loro
distribuzione nella ME della tonaca media dei 5 segmenti di aorta umana di interesse.

Con il primo esperimento abbiamo voluto meglio indagare la diversa natura dei
proteoglicani presenti nella sostanza fondamentale della parete aortica umana ai vari
livelli, utilizzando una colorazione con Alcian blue a pH 2,5 e a pH 1, che colora,
rispettivamente, la maggior parte dei GAGs acidi e i GAGs da debolmente a
modestamente solforati (144). | risultati ottenuti, che evidenziano una comparabile
intensita di colorazione azzurra nei cinque segmenti aortici analizzati, sono suggestivi di
un contenuto totale sovrapponibile e costante di PGs nella parete aortica nel distretto
sopra-diaframmatico e sotto-diaframmatico.

In un secondo esperimento, le sezioni di aorta umana sono state colorate con Alcian Blue

a pH 0.2, in modo da evidenziare la presenza di GAG e proteoglicani altamente solforati
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all'interno delle tonache che costituiscono il vaso. | risultati evidenziano un aumento
dell'intensita della colorazione é soprattutto a livello della parte interna della tonaca media
e dell'intima del tratto addominale dell’aorta, dimostrando che il contenuto di proteoglicani
altamente solforati nella parete aortica aumenta progressivamente dal tratto prossimale
verso quello distale.

Sebbene nell’aorta dei soggetti arruolati in questo studio non si siano osservate lesioni
aterosclerotiche evidenti, ispessimenti intimali non patologici sono presenti nei tratti distal
dell’aorta. Una decisa tendenza all’accumulo di segnale si pud notare in corrispondenza di
questi ispessimenti intimali diffusi (Diffuse Intimal Thickening — DIT), presenti soprattutto a
livello delle porzioni addominali dell’aorta.

Infine, la colorazione con Alcian blue ai tre diversi pH é stata ripetuta sulle sezioni di aorta
di ratto per verificare la “traslabilita” dei risultati ottenuti nel’'uomo su un possibile modello
animale. In particolare, abbiamo potuto notare come le stesse variazioni di contenuto di
GAG e PG che si osservano all'interno della parete aortica umana nei diversi segmenti
analizzati si ripetano parimenti nella parete aortica del ratto. Questo dato risulta
particolarmente interessante, anche alla luce dei risultati forniti dall’analisi delle sezioni
colorate con ematossilina-eosina, rosso Sirius, e orceina, che confermano come anche
l'aorta di ratto, nel suo complesso, si presenti strutturalmente differente nei vari distretti
esaminati.

L’analisi qualitativa della quantita di PG nei diversi distretti arteriosi oggetto di studio,
suggerisce come il contenuto medio vari in modo uniforme solo per la componente
altamente solforata, mentre si mantenga pressoché costante da prossimale a distale, per i
PG della famiglia dell’eparan solfato e dell’acido ialuronico. Inoltre, la prevalenza di PG
altamente solforati sembra differire in modo significativo tra il tratto di aorta prossimale e

quello distale. L’'aumento della quantita di GAG solforati si associa ad una diminuzione del
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contenuto di elastina e al’aumento di collagene, dato peraltro gia ampiamente verificato in
letteratura (142) .

Considerati nel loro insieme, questi cambiamenti strutturali differenziano I'aorta infrarenale
dal resto dell’aorta e suggeriscono che la differente rappresentazione relativa dei diversi
componenti fondamentali della ME possa giocare un ruolo determinante nella

predisposizione allo sviluppo della patologia aterosclerotica a questo livello.
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CONCLUSIONI

Una delle principali limitazioni di questo studio & certamente rappresentato dall’esiguo
numero di soggetti arruolati. Inoltre, tutti i soggetti arruolati sono di sesso maschile, e
guesto non ci permette di esprimere giudizi di carattere generale sulla popolazione.
Consapevoli di queste limitazioni sin dallinizio, abbiamo deciso comunque di portare
avanti I'analisi dei campioni raccolti sin ora al fine di offrire uno spunto per ricerche future.
Sebbene partendo da una popolazione esigua, abbiamo osservato che il contenuto di
proteoglicani altamente solforati, sembra variare notevolmente all'interno di segmenti
aortici differenti. Il contenuto di PG nell’aorta sottorenale & superiore rispetto a quello
dell’aorta toracica, mentre vi & una certa differenza individuale nelle regioni toraciche.
Confermando quanto osservato nelluomo, anche nel ratto il contenuto di proteoglicani
altamente solforati varia notevolmente all’interno di segmenti aortici differenti. Il contenuto
di PG altamente solforati nell’aorta infrarenale & superiore in modo significativo rispetto a
quello dell’aorta toracica, mentre vi € una certa differenza individuale nelle regioni
toraciche. Questa osservazione si correla con l'evidenza clinica della localizzazione di
aneurismi preferenzialmente in questa sede.

L’aumento della quantita di GAGs e PGs solforati a livello addominale si associa alla
diminuzione del contenuto di elastina e allaumento di collagene, dato peraltro gia
ampiamente verificato in letteratura. Questi cambiamenti suggeriscono che la differente
rappresentazione relativa dei costituenti della matrice extracellulare della parete aortica
sottorenale possano almeno in parte spiegare la predisposizione allo sviluppo di
aterosclerosi ed aneurisma a questo livello.

L’approfondimento di queste ricerche con tecniche di immunoistochimica potrebbe portare
a definire meglio le differenze inerenti allorganizzazione e al contenuto delle componenti
fondamentali della matrice extracellulare e la loro relazione con linizio dei processi

aneurismatici.
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