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1 INTRODUZIONE 

1.1  Il virus HIV 

L’HIV (Human Immunodeficiency Virus) è un retrovirus appartenente alla famiglia dei 

Lentivirus. Le principali vie di trasmissione del virus sono quella sessuale, che rappresenta la 

modalità di contagio prevalente a livello mondiale, le trasfusioni di sangue, la via parenterale 

(principalmente attraverso scambi di siringhe), la trasmissione perinatale [1]. 

L’HIV è un retrovirus che infetta principalmente i linfociti T CD4 causandone la morte ed 

inducendo uno stato di progressiva immunodeficienza: quando il numero di CD4 diventa troppo 

basso, le difese immunitarie dell'ospite diventano inefficaci contro infezioni opportunistiche e 

tumori maligni (fase di AIDS) [2]. 

Il trattamento dell’infezione da HIV ha come obiettivi il controllo della replicazione virale, 

l’immunoricostituzione del compartimento T CD4, la riduzione del rischio di sviluppo di 

patologie AIDS-correlate, l’aumento della sopravvivenza. Se l’infezione non viene 

diagnosticata ed adeguatamente trattata, la maggior parte dei pazienti sviluppa l'AIDS entro 

dieci anni dal contagio e muore entro i due anni successivi.  

 

1.2 Eziologia ed epidemiologia 

L’infezione da HIV è ormai da tempo considerata una pandemia [3]. Dall’epoca 

dell'identificazione, si stima siano morte 39 milioni di persone a causa dell'infezione da HIV e 

che attualmente siano più di 35 milioni le persone che convivono con la malattia. La prevalenza 

dell'HIV/AIDS è aumentata negli anni, in seguito all’evoluzione ed alla diffusione della terapia, 

che consente ai pazienti di vivere e convivere più a lungo con l’infezione. L'incidenza e la 

prevalenza dell’infezione da HIV e dell'AIDS restano comunque profondamente diverse nelle 
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varie zone del Mondo: ad esempio, nella sola Africa sub-Sahariana ci sono circa 25 milioni di 

persone affette [4].   

 

1.3 Struttura del virus HIV 

L’HIV ha una forma sferica con un diametro di 110 nm, ed è essenzialmente costituito, 

dall’esterno verso l’interno, da un doppio strato fosfolipidico/matrice proteica, un’envelope ed 

un capside a forma di tronco di cono che contiene il materiale genetico. Sull’envelope sono 

ancorate proteine virus-specifiche come la gp120, una proteina con funzione di antirecettore, e 

la gp41, una proteina trans-membrana con attività fusogena. Associata alla faccia interna del 

doppio strato fosfolipidico vi è una matrice proteica costituita dalla proteina p17: questa 

proteina è disposta in modo regolare a formare un guscio interno al doppio strato fosfolipidico. 

Il capside ha una struttura a tronco di cono, è costituito dalla proteina p24, che rappresenta il 

principale antigene virale. All’interno del capside si trovano due copie identiche di RNA a 

singola catena a polarità positiva (RNA⁺), molecole di RNA transfer (tRNA), che svolgono la 

funzione di innesco (primer) per la trascrittasi inversa e gli enzimi trascrittasi inversa (RT), 

integrasi (IN), proteasi (PR), che servono rispettivamente alla replicazione del genoma virale, 

all’integrazione nel DNA della cellula ospite e alla maturazione dei virioni [1] [5].  

Figura 1:Struttura dell'HIV-1 che prende contatto con la superficie di un linfocita T CD4+ [6]. 
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1.4 Patofisiologia 

Il ciclo di replicazione del virus inizia con il riconoscimento delle cellule target da parte del 

virione maturo. I target principali per l’infezione da HIV sono le cellule che presentano sulla 

loro superficie il recettore CD4: queste includono i linfociti T helper, le cellule dendritiche, le 

cellule della linea monocito-macrofagica e le cellule della microglia del sistema nervoso. 

L’adesione del virus avviene tramite il recettore CD4 presente sulle cellule dell’ospite che lega 

ad alta affinità la proteina gp120; segue poi la penetrazione, che è possibile grazie a corecettori, 

CCR5 (C-C Motif Chemokine Receptor 5) e CXCR4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4), che 

determinano la fusione tra l’envelope e la membrana cellulare della cellula ospite [1].  

 

Nel citoplasma della cellula, l’RNA virale viene liberato e retro-trascritto in una doppia catena 

di DNA a opera della DNA polimerasi-RNA dipendente: una molecola di tRNA specifica 

funziona da innesco per la DNA polimerasi-RNA dipendente, che determina la formazione di 

una molecola bicatenaria ibrida costituita dalla catena di RNA virale e dalla catena 

complementare di DNA. A questo punto la DNA polimerasi-RNA dipendente permette la 

Figura 2:Meccanismo di penetrazione dell'HIV nella cellula bersaglio. Nel modello presentato 
si nota come il legame a CD4 induca modificazioni sequenziali della conformazione delle
proteine gp120 e gp41. Tali modificazioni promuovono il legame del virus al corecettore CCR5.
Parallelamente, l’attivazione del peptide di fusione della gp41 smaschera i residui
aminoacidici idrofobici che vanno a inserirsi nella membrana plasmatica della cellula ospite.
Tutto ciò favorisce la fusione della membrana dell’HIV-1 con quella della cellula bersaglio [6].



4 
 

degradazione della molecola dell’RNA presente nell’ibrido e trascrive la seconda catena di 

DNA. La molecola di DNA bicatenario lineare forma il complesso di pre-integrazione (in cui 

l’acido nucleico è strettamente associato ad alcuni enzimi virali tra cui l’integrasi) che migra 

all’interno del nucleo. Qui avviene la fase di integrazione fra DNA virale e genoma della cellula 

ospite; segue la trascrizione dei prodotti virali ad opera dall’RNA polimerasi della cellula ospite 

stessa [1]. 

Durante la trascrizione verranno trascritte ed in seguito sintetizzate prima le proteine precoci, 

(che hanno funzione regolatrice del ciclo cellulare), poi le proteine tardive: dopo la sintesi, 

genoma e proteine strutturali migrano verso la periferia della cellula per l’assemblaggio. Infine 

si ha la fase di maturazione che prevede il rilascio delle particelle virali per gemmazione dalla 

membrana cellulare [5]. 

 

Figura 3:Ciclo biologico dell’HIV. La Figura illustra le tappe del ciclo vitale dell’HIV, 
partendo dall’infezione della cellula ospite, passando per la replicazione del virus, fino al
rilascio di nuovi virioni [6].  
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Nella malattia da HIV si possono distinguere tre fasi: infezione primaria (fase acuta), fase 

asintomatica (di latenza clinica), fase di sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS), 

associata a sviluppo di infezioni opportunistiche, tumori e disordini neurologici [1].  

L’infezione primaria acuta ha un’incubazione di tre-sei settimane, può essere asintomatica, ma 

generalmente si manifesta con una sintomatologia acuta ad evoluzione rapida che si esaurisce 

spontaneamente. La malattia acuta è associata a sindromi simil-mononucleosiche o simil-

influenzali, caratterizzate da febbre, artralgie, anoressia, nausea, letargia, diarrea, mal di gola, 

rash cutaneo; sono possibili sintomi neurologici inclusi mal di testa, neuriti e irritabilità.  

Nell’infezione primaria è frequente la linfoadenopatia e l’inversione nel rapporto dei linfociti 

T CD4+ e CD8+, dovuto sia ad un calo numerico dei CD4+, principali bersagli dell’infezione, 

sia ad un aumento reattivo delle cellule CD8+ [7].  

Durante l’infezione primaria si riscontrano elevati livelli di virus nel sangue con un picco di 

viremia tra 106 e 107 copie per ml di plasma [1]. Questa fase, in cui il virus si dissemina 

rapidamente nell’organismo, termina con lo sviluppo di immunità anti-HIV, di tipo cellulo-

mediato ed anticorpale (siero conversione); ciò segna l’inizio della fase di latenza clinica, 

tipicamente asintomatica e della durata media di alcuni anni, in cui si osserva la notevole 

riduzione della viremia plasmatica ed un parziale recupero di linfociti T CD4. La latenza clinica 

non corrisponde tuttavia ad una latenza virologica: infatti il virus viene sequestrato negli organi 

linfoidi, soprattutto all’interno delle cellule dendritiche follicolari, dove rimane attivo e 

continua a replicare, liberando particelle virali [8].   

Ciò induce la progressiva deplezione dei linfociti T CD4+ ed il progressivo incremento della 

viremia, fino alla fase di AIDS [9]. 
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La conta normale delle cellule CD4+ nel sangue è compreso tra 500 e 1500 cellule / mm3.  

Questo parametro è il miglior indicatore della progressione della malattia e viene utilizzato per 

diagnosticare la malattia e valutare l'efficacia del trattamento antiretrovirale [10].   

 

Figura 4:Patogenesi dell'infezione da virus dell'immunodeficienza umana (HIV) [8]. 
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1.5 Meccanismi dell’immunodeficienza causata dall’HIV 

Nei pazienti con infezione da HIV, l’immunosoppressione è dovuta sia ad una riduzione delle 

cellule T CD4+, sia ad un loro difetto funzionale: infatti se da un lato il virus entra nella cellula, 

si replica ed alla fine ne causa la morte, dall’altro le restanti cellule infette non sono più in grado 

di funzionare correttamente, ma rilasceranno virioni, che infettano altre cellule, portando alla 

progressione della malattia [10].  

Esistono inoltre, altri meccanismi accessori che causano la diminuzione delle cellule CD4+: 

 la deplezione di precursori immaturi dei linfociti T CD4+, per infezione diretta dei 

progenitori timici oppure per l’infezione delle cellule accessorie che producono citochine 

essenziali per la maturazione dei linfociti T;   

Figura 5:Decorso clinico dell'infezione da HIV. Livelli di viremia plasmatica, numero di
linfociti T CD4+ circolanti e stadi clinici della malattia. Dopo circa 12 settimane dal contagio,
la viremia plasmatica si riduce a livelli molto bassi (rilevabili solo mediante saggio PCR per
la trascrittasi inversa) e può rimanere stabile per molti anni. Ciononostante, il numero di
linfociti T CD4+ si riduce costantemente durante questa fase di latenza clinica, a causa 
dell’attiva replicazione virale e della continua infezione di nuovi linfociti T nei linfonodi. 
Quando il numero di queste cellule nel sangue scende al di sotto di una soglia critica (circa
200/mm3), aumenta vertiginosamente il rischio di infezione da parte di altri microrganismi e
dell’insorgenza di altre patologie associate all’AIDS. 
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 l’attivazione cronica di cellule non infettate, causata dagli antigeni di HIV o da altri 

microrganismi, porta alla produzione di grandi quantità di citochine, che possono 

determinare l’apoptosi dei linfociti T;   

 la formazione di sincizi (cellule giganti) legata all’interazione della proteina gp120, espressa 

da cellule con infezione produttiva, con molecole CD4, presenti su cellule non infette;  

 la risposta immunitaria da parte dei CD8+ attivati contro i linfociti CD4+ infetti.  

La deplezione dei linfociti T CD4+ causa l’inversione del rapporto CD4+/CD8+ nel sangue 

periferico. Quindi, mentre nei soggetti sani il rapporto CD4+/CD8+ è di 1:2, nei pazienti infetti 

da HIV il rapporto è ≤ a 0,5.  

 

 

Oltre all’infezione dei linfociti T CD4+, anche l’infezione di monociti e macrofagi è importante 

nella patogenesi della malattia da HIV [6].  

Al contrario dei linfociti T CD4+, i macrofagi sono piuttosto resistenti all’effetto citopatico 

dell’HIV e quindi possono ospitare il virus per lunghi periodi: i macrofagi infetti producono per 

Figura 6: Meccanismi della perdita di linfociti T CD4+ nell'infezione da virus 
dell'immunodeficienza umana (HIV). Sono mostrati alcuni dei principali meccanismi, noti e
ipotizzati, della deplezione di linfociti T nell’infezione da HIV [8].  
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gemmazione quantità relativamente piccole di virus, ma contengono un gran numero di 

particelle virali in vescicole intracellulari, e rappresentano così un importante serbatoio di 

infezione. 

Inoltre, i monociti circolanti rappresentano un veicolo di trasporto per l’HIV in altri distretti 

dell’organismo, soprattutto nel sistema nervoso [8]. 

 

A seguito dell’infezione da HIV, si attivano sia la risposta umorale sia la risposta cellulo-

mediata. Nelle fasi precoci, la risposta immunitaria è molto simile alle risposte verso altri virus 

ed è efficace nell’eliminare la maggior parte dei virioni, senza però riuscire ad eradicare 

completamente il virus.  

La risposta immunitaria specifica contro l’HIV è caratterizzata da un’imponente espansione dei 

linfociti T CD8+ specifici: queste cellule eliminano i linfociti CD4+ esprimenti gli antigeni 

virali, ma così facendo liberano anche virioni che possono essere fagocitati da altre cellule, 

infettandole. 

Nella fase acuta i CD8+ riescono a controllare l’infezione, ma in definitiva si dimostrano 

inefficaci soprattutto a causa dell’insorgere di ceppi mutanti del virus che sfuggono alla risposta 

immunitaria. 

Il virus HIV infatti è caratterizzato da un elevato tasso di mutazione a causa della scarsa 

precisione della trascrizione inversa: in questo modo riesce a sfuggire al riconoscimento da 

parte degli anticorpi o dei linfociti T generati contro le proteine virali prima che queste 

subiscano la mutazione, evadendo tutte le difese dell’ospite e distruggendo il sistema 

immunitario [6].  
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1.6 Diagnosi e terapia 

L'infezione da HIV può rimanere nascosta per anni. Tuttavia, sono diversi i test per 

diagnosticarla: [12] [13]    

 Test di quarta generazione diagnostico di screening: rileva gli anticorpi specifici contro 

l’HIV-1 e HIV-2 e gli antigeni p24 del virus. 

 Test rapido di screening: utilizza il sangue o la saliva per rilevare un'infezione da HIV in 

poche ore. 

 Western blot: utilizzato come test di conferma nei casi positivi al test di screening. 

 PCR per HIV-RNA: può essere utilizzato come test diagnostico/di conferma e può fornire 

informazioni sulla quantità di virus presente in un fluido biologico (ad esempio plasma). 

Dopo la conferma della diagnosi e prima dell'inizio del trattamento, tutti i pazienti devono 

eseguire una conta delle cellule CD4+, una determinazione dell'HIV RNA nonché un test di 

resistenza genotipica per il virus [14]. 

Per trattare la malattia da HIV si utilizza in genere una combinazione di due o più molecole 

appartenenti a diverse classi di antiretrovirali: 

 farmaci che impediscono la trascrizione dell'RNA virale in DNA, chiamati inibitori 

nucleosidici della trascrittasi inversa (NRTI) e inibitori non nucleosidici della trascrittasi 

inversa (NNRTI); 

 farmaci che inibiscono l'integrazione del DNA virale trascritto nel DNA dell'ospite, chiamati 

inibitori dell'integrasi (INI);  

 farmaci che impediscono la scissione delle proteine per formare il virione, chiamati inibitori 

della proteasi (PI); 

 farmaci che impediscono l'ingresso del virus nella cellula inibendo CCR5, chiamati inibitori 

di fusione o di ingresso (EI). 
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Le attuali linee guida nazionali ed internazionali indicano che la terapia antiretrovirale dovrebbe 

essere iniziata il più precocemente possibile ed indipendentemente dalla conta delle cellule CD4 

o dai livelli di replicazione virale (HIV-RNA plasmatico) [15] [16].  

Attualmente, i regimi di terapia più spesso impiegati per il trattamento iniziale dell’infezione 

da HIV associano uno o due NRTI con un NNRTI o un INI [17]. 

Con i regimi attuali, la ART (terapia anti-retrovirale) va proseguita per tutta la vita; in questo 

modo si ottiene il controllo a lungo termine della replicazione virale, il recupero immunologico, 

la riduzione di morbilità e mortalità, la riduzione del rischio di trasmissione [18]. 

 

1.7 Prognosi e complicanze  

Un paziente con infezione da HIV ed una conta di linfociti CD4+ superiore a 500 cellule/mm3 

ha una aspettativa di vita sostanzialmente sovrapponibile a quella di un soggetto di pari età non 

infetto [17]. 

La principale complicanza della malattia da HIV è la sua progressione verso l’AIDS, la cui 

insorgenza diviene particolarmente probabile quando la conta delle cellule T CD4 scende al di 

sotto di 200/mm3 [10]. In questa condizione possono insorgere patologie come tubercolosi, 

infezioni da citomegalovirus, candidosi, meningite criptococcica, criptosporidiosi, 

toxoplasmosi, sarcoma di Kaposi, linfoma, nefropatia o complicazioni neurologiche 

(complesso di demenza dell'AIDS). 

 

1.8 Senescenza cellulare, immunosenescenza e HIV 

L'invecchiamento è un processo biologico complesso che determina diversi cambiamenti 

fisiologici, tra cui quelli che coinvolgono il sistema immunitario innato ed adattivo: questi 
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cambiamenti sono associati ad un'infiammazione di basso grado chiamata “inflamm-aging”, 

che scaturisce dall’insieme dei diversi stimoli antigenici a cui è sottoposto un individuo durante 

tutta la vita. L'immunosenescenza, in concomitanza con l’inflamm-aging, è considerata come 

principale causa di malattie legate all'età come quelle cardiovascolari, neurodegenerative, 

malattie metaboliche e cancro [19] [20].  

L'infezione da HIV, una volta considerata malattia infettiva mortale, ora è diventata una 

malattia cronica grazie all’efficacia ed alla maneggevolezza dei moderni regimi ART; ciò 

implica che il trattamento trasforma l'infezione da HIV in una malattia infiammatoria cronica. 

Negli ultimi anni sta destando un crescente interesse lo studio delle relazioni fra HIV ed 

immunosenescenza/inflamm-aging [21]. 

L’invecchiamento determina alterazioni di tutti i sistemi dell’organismo, compreso il sistema 

immunitario; è ormai dimostrato che le funzioni delle cellule responsabili della risposta 

immunitaria innata diminuiscono con l'invecchiamento [22]. 

La funzione più importante del sistema immunitario innato, composto da neutrofili, 

monociti/macrofagi, cellule dendritiche e cellule natural killer è di essere la prima linea di 

protezione per l’organismo. La risposta immunitaria innata influenza fortemente la successiva 

risposta adattativa, tramite la presentazione dell'antigene e la produzione di citochine e 

chemochine. Le prime cellule ad arrivare al sito di infezione sono i neutrofili; con 

l’invecchiamento, la maggior parte delle funzioni dei neutrofili sono diminuite, fra cui 

produzione di radicali liberi, chemiotassi, apoptosi e killing intracellulare. La produzione di 

citochine proinfiammatorie è aumentata e contribuisce all'infiammazione [23].  

Per quanto riguarda la risposta immunitaria adattativa, l’esposizione cronica ad agenti patogeni 

porta da una parte alla diminuzione di linfociti T naïve ed all'involuzione timica, dall’altra 

all’accumulo cellule T effettrici e della memoria. Le cellule T vanno inoltre incontro a fenomeni 

di esaurimento funzionale, con conseguente accumulo di cellule poco efficienti nel produrre 



13 
 

risposte immuni. Le cellule della memoria, nell’invecchiamento, subiscono a loro volta 

alterazioni delle loro funzioni specifiche, che includono sovraproduzione di interleuchina 2   

(IL-2) e di interferone γ (IFNγ) [24] [25]. 

Tutte queste alterazioni del sistema immunitario creano uno stato di inflamm-aging, che porta 

allo sviluppo di malattie infiammatorie croniche in relazione ai processi di invecchiamento.  

L’inflamm-aging comprende anche l’aumento della morte cellulare, dello stress ossidativo, 

dello stato nutrizionale, cambiamenti del microbioma intestinale, disregolazione ormonale e 

sviluppo di comorbidità, fra cui aterosclerosi e neurodegenerazione. Durante questo processo 

si verifica una costante attivazione di basso grado delle cellule del sistema immunitario innato, 

soprattutto dei macrofagi residenti nei tessuti: questi vanno incontro a senescenza replicativa 

ed acquisiscono il fenotipo proinfiammatorio secretorio, portando alla disregolata produzione 

di citochine e chemochine [26].   

L’infezione da HIV causa l’attivazione della risposta immunitaria sistemica, che provoca un 

maggiore differenziamento di linfociti T della memoria (CD4+ CD45RO+) e di sottotipi di 

linfociti T attivati (CD4+ CD57+ e CD8+ CD57+). Questi linfociti T, oltre a non essere in grado 

di eliminare l’infezione, acquisiscono un fenotipo senescente, caratterizzato dalla perdita del 

recettore CD28, dall’accorciamento dei telomeri e dalla produzione di grandi quantità di Tumor 

Necrosis Factor α (TNFα).  

L’infezione da HIV, per il suo livello di infiammazione cronica sistemica di basso grado, è 

simile al processo di invecchiamento ed è associata allo sviluppo prematuro di malattie 

cardiovascolari, malattie trombotiche, diabete di tipo 2, cancro e malattie neurodegenerative 

[21].  

Dati sperimentali dimostrano che malattie cardiovascolari che si verificano con l'aumentare 

dell'età nella popolazione generale, si verificano ad un’età più precoce nei soggetti con 

infezione da HIV. Questo apparente invecchiamento precoce sembra essere causato 
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dall'attivazione immunitaria e dall’immunosenescenza, con una diminuzione dei linfociti T 

naïve, un aumento delle cellule T della memoria CD4+CD28- e l’aumentato delle citochine 

proinfiammatorie, anche nei soggetti HIV positivi virologicamente soppressi [27]. 

L’invecchiamento nel contesto dell’infezione da HIV è un’area di ricerca complessa e in 

continua espansione; non ci sono dati certi che l'infezione da HIV possa indurre un 

invecchiamento prematuro causato dall’inflamm-aging: questa infatti, a causa della 

disregolazione immunologica, può portare alla comparsa di fenotipi di invecchiamento precoce 

e malattie croniche, ma gli effetti dell’età sull’infezione e sui marcatori di progressione della 

malattia rimangono sconosciuti [28].  

 

1.9 Senescence associated β-galactosidase 

La β-galattosidasi è un enzima appartenente alla famiglia delle idrolasi acide ed è contenuto 

nelle cellule a livello dei lisosomi, gli organuli cellulari deputati alla degradazione di 

macromolecole di varia natura attraverso il processo di endocitosi e l’azione di enzimi litici 

(idrolasi e proteasi). Questo enzima catalizza la scissione dei residui terminali di β-D-galattosio 

in zuccheri denominati β-galattosidi, fra i quali il più noto è il lattosio che viene scisso nei due 

monosaccaridi glucosio e galattosio.  

La proteina è codificata da un gene posto sul braccio corto del cromosoma 3 (3p22.3) chiamato 

gene GLB1, ed esprime la sua massima attività in un range di pH tra 4 e 4,5 [29].  

In condizioni di senescenza cellulare, si verifica un aumento del pH lisosomiale, del numero e 

dell’attività dei lisosomi: questo particolare fenotipo viene chiamato senescence associated β-

galactosidase (SA-βgal), ed è un marcatore molecolare dello stato di senescenza cellulare [15]. 

La SA- β-galattosidasi viene utilizzata come marcatore dello stato di senescenza cellulare, 

tuttavia non è indispensabile per lo sviluppo del fenotipo senescente [30].  
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Le metodiche di rivelazione della attività enzimatica senescenza-associata della β-galattosidasi 

trovano potenziali applicazioni in ambito biologico come strumento per effettuare ricerche sul 

fenomeno dell’invecchiamento, in particolare nello studio di condizioni o composti in grado di 

indurre o inibire la comparsa di un fenotipo senescente in differenti popolazioni cellulari. 

I principali metodi per l’identificazione della SA-β-gal in popolazioni cellulari sono tre: il 

metodo cito/istochimico, il metodo fluorimetrico ed il metodo cromogenico [31].     

In particolare, il metodo fluorimetrico viene utilizzato per valutare l’attività della β-

galattosidasi su cellule in vivo. L’attività senescence-associated viene stimolata utilizzando 

degli inibitori dell’acidificazione dei lisosomi, così che il pH all’interno degli organuli salga da 

4,5 a pH 6. In queste condizioni, l’attività enzimatica viene espressa solo da quelle cellule che 

hanno una quantità elevata di lisosomi, tale da riuscire a lavorare anche in un ambiente a pH 

non ottimale, ovvero le cellule senescenti.  

Il metodo fluorimetrico è applicabile a tre tecnologie per la conta delle cellule o l’analisi 

qualitativa delle stesse: l’analisi microfluidica, l’analisi al microscopio a fluorescenza e l’analisi 

al citofluorimetro. In particolare, nel nostro studio, abbiamo effettuato l’analisi della β-

galattosidasi mediante citofluorimetria. 
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2 SCOPO DELLA TESI 

Il saggio della β-galattosidasi viene abitualmente utilizzato a scopo di ricerca per studiare la 

senescenza cellulare. Grande interesse ha destato negli ultimi anni lo studio delle relazioni fra 

infezione da HIV ed immunosenescenza e inflamm-aging. Nessun marcatore si è finora 

dimostrato da solo sufficiente a misurare tali fenomeni. 

Lo scopo del presente lavoro è stato innanzitutto quello di ottimizzare la tecnica di studio 

dell’espressione della β-galattosidasi per studiare la senescenza cellulare nelle diverse 

popolazioni linfocitarie in citofluorimetria. 

Una volta messo a punto il saggio nelle fasi pre-analitica, analitica e post-analitica, si è 

proceduto alla sua applicazione per lo studio dei fenomeni di senescenza cellulare a carico di 

linfociti B, T, cellule NK e monociti di pazienti affetti da malattia da HIV in terapia 

antiretrovirale; a tal scopo, per ogni sottopopolazione (individuata attraverso l’espressione di 

markers specifici) è stata valutata l’attività enzimatica della β-galattosidasi. 
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3 MATERIALI E METODI 

3.1 Separazione di cellule mononucleate leucocitarie su gradiente di densità  

I campioni di sangue periferico (8 ml in 2 provette contenenti anticoagulante EDTA) sono stati 

ottenuti da 26 pazienti e da 3 soggetti sani. 

Le cellule leucocitarie mononucleate sono isolate a partire dal sangue periferico tramite la 

tecnica della separazione su gradiente di densità: il separatore utilizzato è il Ficoll Lymphosep 

– Lymphocyte Separation Medium (MP), un co-polimero sintetico ad alto peso molecolare di 

saccarosio ed epicloridina, selettivo per l’isolamento in provetta delle PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cell).  

Dopo aver agitato la provetta di sangue periferico per inversione, tutto il contenuto viene 

trasferito in un Greiner Bio-One da 15ml precedentemente nominata con l’identificativo del 

soggetto da cui proviene il campione. Il campione viene diluito 1:3 con PBS (Phosphate 

Buffered Saline) e si mescola accuratamente con l’ausilio di un aspiratore elettrico Pipette-Plus. 

Il sangue diluito si stratifica lentamente su un’altra provetta Greiner Bio-One da 15 ml 

contenente 4 ml di Ficoll avendo cura di non mescolare le due fasi. Infine, si centrifuga il tubo 

ad una velocità di 1800 rpm per 15 minuti con il freno inserito. In questo modo si crea un 

gradiente di densità nella provetta: il plasma stratifica in alto, subito sotto si forma l’anello 

bianco lattiginoso dei leucociti sopra il Ficoll, ed infine sul fondo della provetta sedimentano 

gli eritrociti. Il plasma diluito con PBS dello strato più in alto viene scartato, mentre l’anello di 

cellule mononucleate intermedio viene raccolto in un nuovo tubo di Greiner Bio-One e lavato 

con 10 ml di PBS tramite centrifugazione 1800 rpm per 10 minuti. Al termine della centrifuga 

le cellule sedimentano sul fondo della provetta formando il pellet, il surnatante viene eliminato 

per inversione, il pellet viene risospeso con 1 ml di PBS+1% FBS (Siero Bovino Fetale) e le 

cellule vengono infine contate al contaglobuli Beckman Coulter. 



18 
 

3.2 Marcatura con anticorpi monoclonali  

In un tubo di citofluorimetria si dispensano 1*106 cellule. L’aliquota da prelevare dal campione 

risospeso viene calcolata con la seguente proporzione: 

Numero cellule PBMC raccolte: 1000 µl = 1 * 106 PBMC :  x µl 

Segue la marcatura cellulare con anticorpi monoclonali rivolti contro antigeni presenti sulla 

superficie delle cellule che, grazie alla loro specificità, caratterizzano fenotipicamente la 

popolazione cellulare oggetto di studio, in questo caso sottopopolazioni linfocitarie. Ogni 

anticorpo monoclonale è diretto verso uno specifico antigene presente sulla membrana cellulare 

definito CD (Cluster of Differentiation) ed è coniugato con un fluorocromo che gli permette di 

essere detectato dal citofluorimetro. Il pannello utilizzato per l’analisi delle sottopopolazioni 

linfocitarie e dell’espressione della β-galattosidasi è il seguente: 

Tabella 1: Pannello T-B-NK di anticorpi monoclonali per l'analisi linfocitaria e lo studio 
dell'espressione della SA-βgal. 

 

In particolare: 

 CD56 (BD Bioscience) è un antigene di linea per i linfociti NK; 

 CD3 (BD Bioscience) è un antigene di linea linfocitaria T; 

 CD4 (BD Bioscience) è un antigene di linea linfocitaria T che identifica i Linfociti T 

Helper; 

 CD8 (BD Bioscience) è un antigene di linea linfocitaria T che identifica i Linfociti T 

Citotossici; 

β- GALATTOSIDASI LINFOCITI 

FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-Cy7 

Β-Gal CD56 CD3 CD4 CD8 CD19 
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 CD19 (BD Bioscience) è un antigene di linea linfocitaria B. 

Gli anticorpi monoclonali vengono aggiunti alla sospensione di cellule nel tubo nella quantità 

consigliata dalla casa produttrice e lasciati in incubazione per 15 minuti al buio, perché 

fotolabili.  

Al termine dell’incubazione si esegue un lavaggio con 1 ml della soluzione di PBS+ 1% FBS, 

si centrifuga a 1800 rpm per 5 minuti e si elimina il surnatante per inversione; alla fine avremo 

il tubo da citofluorimetria con il pellet di cellule marcate. 

 

3.3 Saggio della β-galattosidasi 

Per poter studiare l’attività SA-βgal, viene utilizzato The invitrogen™ CellEvent™ Senescence 

Green flow Cytometry Assay Kit, costituito da una sonda (Senescence Green Probe) ed un 

Buffer (Senescence Buffer). Entrambi devono essere mantenuti a freddo in frigorifero a una 

temperatura di 2-8°C. Prima di iniziare bisogna preparare la Working Solution: si diluisce la 

sonda Senescence Green Probe 1 a 500 nel Senescence Buffer e poi si mantiene la mix appena 

costituita a temperatura ambiente al buio, prima di aggiungerla alle cellule.  

Il pellet contenuto nel tubo da citofluorimetria viene risospeso con 100 µl di Working Solution, 

viene chiuso ermeticamente con il tappo e viene incubato in un termostato a 37°C, al buio, per 

2 ore.  

Al termine dell’incubazione si esegue un altro lavaggio, sempre con 1 ml di PBS + 1% FBS, 

centrifugando a 1800 rpm per 5 minuti, si elimina di nuovo il surnatante per inversione ed infine 

si risospende con 100 µl sempre della soluzione PBS+1%FBS. 
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3.4 Acquisizione al citofluorimetro 

Al termine dei lavaggi il campione viene letto con un citofluorimetro a flusso BD 

FACSCanto™, in grado di analizzare due parametri fisici e sei segnali di fluorescenza.  

Lo strumento contiene tre sorgenti luminose laser: il primo, solido, emette nello spettro del blu 

a 488 nm, il secondo di tipo Elio-Neon che emette nel rosso a 635 nm ed il terzo che emette nel 

violetto a 405 nm. Il citofluorimetro viene calibrato una volta al giorno con una soluzione 

contenente delle microbeads in sospensione, in grado di emettere un segnale di fluorescenza ad 

intensità crescente e nota, in uno spettro di lunghezze d'onda analogo a quello dei fluorocromi 

utilizzati. L’analisi dei picchi prodotti dalle microbeads permette di mantenere lo strumento in 

condizioni di riproducibilità intra ed interserie e di valutarne le caratteristiche di sensibilità e 

linearità.  

Di ogni campione vengono acquisiti 500.000 eventi ed i citogrammi vengono analizzati 

mediante il software DIVA, versione 5. 

 

Figura 7:Citofluorimetro FACSCanto™ II. 
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La strategia di gating è la seguente:  

A. Studio delle caratteristiche fisiche SSC/FSC e gating sulle popolazioni dei linfociti e 

monociti; 

B. Studio dei marker CD3+ e CD4+, che permettono di distinguere i Linfociti T Helper dai 

Linfociti T Citotossici; 

C. Studio dell’espressione dei marker CD56+/CD3+, per distinguere le popolazioni dei 

linfociti T NK e le cellule NK; 

D. Studio dell’espressione del CD19+/CD3-, per identificare la popolazione dei Linfociti 

B. 

E. Mediana dell’intensità di fluorescenza della β-gal. 
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3.5 Analisi statistica  

I risultati ottenuti sono elaborati attraverso Microsoft Office Excel: i dati, presentati come media 

± deviazione standard (SD), sono stati analizzati attraverso lo Student’s t-test. Le differenze 

sono state considerate statisticamente significative per p<0.05. 

Figura 8: Strategia di gating per l’analisi delle sottopopolazioni linfocitarie e la rivelazione 
dell’attività SA-βgal. 
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4 RISULTATI 

Sono stati studiati 26 soggetti affetti da malattia da HIV (22 uomini e 4 donne), tutti tranne uno 

sottoposti a terapia antiretrovirale e con livelli di HIV-RNA plasmatico al di sotto del limite di 

rilevabilità (20 copie/ml) da almeno sei mesi; 3 donatori sani sono stati arruolati come controlli. 

 

 Pazienti con HIV Donatori sani 
 
 

  

Età media (range) 47 (28/70) 56 (52/61) 
 
Sesso 

  

M 21 0 
F 5 3 
 
Diagnosi di HIV  
≤ 5 anni 
6-10 anni 
≥ 11 anni 
 
Nadir T CD4 (cellule/mmc) 

 
11 (1-27) 
6 
9 
11 
 
266 (27-531) 

 
 
 

  
 

HIV-RNA alla diagnosi (copie/ml) 168794 (930-996721)   
Tipo di terapia 

  

INI 
NNRTI 
INI/NNRTI 
EI 

7 
16 
1 
1 

 

Nessuna terapia 1  
   

Tabella 2: caratteristiche dei pazienti oggetto di studio. (INI: inibitori dell’integrasi; NNRTI: 
inibitori non nucleosidici della trascrittasi inversa; EI: inibitori di fusione.) 

 

La tabella 2 mostra le caratteristiche dei pazienti con infezione da HIV; l’età media è risultata 

pari a 47 anni ed inferiore a quella dei tre controlli (56 anni). Il tempo medio trascorso dalla 

diagnosi di malattia all’arruolamento era di 11 anni (range 1-27), distribuito come segue: ≤ a 5 

anni in sei pazienti, 6-10 anni in nove pazienti, 11 anni o più nei rimanenti undici. La media del 

nadir dei T CD4 è risultata pari a 266±126 cellule/mmc (range 27-531); in nove casi il nadir è 
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apparso inferiore a 200/mmc. Il picco medio di HIV-RNA plasmatico al momento 

dell’arruolamento è risultato pari a 168.794±247.787 copie/ml (range 930-996.721); in dieci 

casi tale picco superava le 100.000 copie/ml. Le tipologie dei regimi di terapia antiretrovirale, 

comprendenti due o tre farmaci, risultavano distribuite come segue: INI-based in sette casi, 

NNRTI-based in 16 casi, INI/NNRTI-based in un caso, EI-based in un caso. 

Le cellule mononucleate ottenute da sangue periferico sono state marcate per studiare l’attività 

SA-βgal sulle sottopopolazioni T, B, NK e monociti. I citogrammi ottenuti in seguito ad 

acquisizione al citofluorimetro sono stati letti ed analizzati mediante il software FacsDiva (BD 

Bioscence). 

 

Come si osserva nella figura 9, è stata inizialmente analizzata l’espressione dei marcatori di 

superficie CD3 e CD4, che hanno permesso di distinguere i linfociti T helper (CD3+CD4+) e 

T citotossici (CD3+CD4-). È stata inoltre studiata la co-espressione dei marcatori CD56 e CD3, 

per distinguere i linfociti NK/T (CD3+CD56+) dalle cellule NK (CD3-CD56+); è stata infine 

analizzata l’espressione del marcatore CD19, attraverso il quale è possibile identificare i 

linfociti B (CD19+CD3-). L’identificazione dei monociti è avvenuta mediante lo studio dei 

parametri fisici (forward scatter, FSC e side scatter, SSC). 
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Nessuna differenza di rilievo fra casi e controlli è stata osservata per quanto riguarda la 

percentuale dei linfociti totali. Come atteso, nei soggetti con infezione da HIV la quota dei 

linfociti T helper risultava inferiore e la quota dei T citotossici superiore rispetto ai controlli; di 

conseguenza, nei pazienti con infezione da HIV, il rapporto CD4/CD8 appariva invertito. Del 

tutto sovrapponibili nei due gruppi le percentuali di linfociti B, cellule NK, cellule NK/T e 

monociti. 
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Figura 9: Analisi percentuale delle popolazioni linfocitarie presenti nei campioni di sangue
periferico dei 26 pazienti e dei 3 donatori sani. 
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Per ciascuna delle sottopopolazioni analizzate è stata studiata la mediana dell’intensità di 

fluorescenza della β-galattosidasi per definirne lo stato di senescenza (Figura 10). 

 

Figura 10: Analisi della mediana di intensità di fluorescenza della β-galattosidasi nelle 
popolazioni linfocitarie presenti nei campioni di sangue periferico dei 26 pazienti e dei 3 
donatori sani. 

 

Differenze significative fra soggetti con infezione da HIV e controlli si sono osservate a carico 

dei linfociti totali (p<0.05) e di diverse sottopopolazioni linfocitarie: T, T citotossici (p<0.05) 

e B (p<0.01). Nessuna differenza di rilievo è stata invece rilevata per quanto riguarda 

l’espressione della β-galattosidasi da parte dei monociti. 

Per cercare di comprendere se la tipologia di regime terapeutico utilizzato potesse avere un 

impatto sui fenomeni di senescenza cellulare, i soggetti con malattia da HIV sono stati suddivisi 

in base all’utilizzo di schemi comprendenti NNRTI o INI: non è emersa nessuna differenza di 

espressione della β-galattosidasi in nessuna delle popolazioni cellulari analizzate (dati non 

mostrati). 
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Confrontando i pazienti trattati da meno di tre anni (3 soggetti) con quelli trattati da oltre tre 

anni (22 soggetti), non sono emerse variazioni statisticamente significative nella distribuzione 

percentuale delle diverse sottopopolazioni linfocitarie, inclusi T helper e T citotossici (Figura 

11). 

 

Figura 11: Analisi percentuale delle popolazioni linfocitarie presenti nei campioni di sangue 
periferico dei 26 pazienti suddivisi per durata della terapia. 

 

La mediana di intensità di fluorescenza della β galattosidasi sulle diverse sottopopolazioni è a 

sua volta risultata simile nei due gruppi (figura 12); nei soggetti trattati da meno di tre anni si è 

evidenziata la tendenza ad una più bassa espressione di β galattosidasi da parte di diverse 

sottopopolazioni linfocitarie (B, NK, NK/T), e la tendenza ad una più elevata espressione da 

parte dei monociti.  
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Figura 12: Analisi della mediana di intensità di fluorescenza della β-galattosidasi nelle 
popolazioni linfocitarie presenti nei campioni di sangue periferico dei 26 pazienti suddivisi per 
durata della terapia. 

 

 

Confrontando l’intensità di fluorescenza della β galattosidasi dei pazienti senza complicanze 

metaboliche (22 soggetti) con quella dei pazienti dismetabolici (quattro soggetti, di cui due con 

complicanze cardiache, uno con pregresso sarcoma di Kaposi e uno con sindrome metabolica) 

non sono emerse variazioni statisticamente significative (figura 13). I pazienti dismetabolici 

presentano tuttavia livelli di β galattosidasi tendenzialmente superiori rispetto agli altri; tale 

tendenza è osservabile in tutte le sottopopolazioni analizzate, particolarmente a livello di 

monociti. 
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Figura 13: Analisi della mediana di intensità di fluorescenza della β-galattosidasi nelle 
popolazioni linfocitarie presenti nei campioni di sangue periferico dei 26 pazienti suddivisi per 
complicanze metaboliche. 
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5 DISCUSSIONE E CONCLUSIONE 

Da quando sono disponibili regimi di terapia antiretrovirale (ART) che combinano più 

farmaci/classi di farmaci, la malattia da HIV, in passato progressiva e molto spesso mortale, è 

divenuta una patologia cronica in cui l’aspettativa di vita appare sempre più sovrapponibile a 

quella della popolazione generale [32]. A questo aumento di longevità consegue il progressivo 

aumento del numero di pazienti che raggiungono la senescenza; si stima che al momento vi 

siano oltre 4 milioni di persone con infezione da HIV e più di 50 anni d’età, quota che appare 

peraltro in continuo incremento [33]. Nonostante il controllo della replicazione virale sia 

divenuto estremamente efficace, fra le persone con malattia da HIV vi è ancora un eccesso di 

morbilità e mortalità rispetto alla popolazione generale. Le patologie correlate all’età, fra cui 

quelle cardiovascolari, i tumori, l’osteoporosi e i disturbi cognitivi si verificano con maggior 

frequenza nelle persone con malattia da HIV [34]. Dati della letteratura dimostrano inoltre che 

le malattie che si verificano con l'aumentare dell'età nella popolazione generale, si verificano 

più precocemente nei soggetti con infezione da HIV [27]. La presenza di uno stato di 

infiammazione cronica gioca probabilmente un ruolo fondamentale nello sviluppo delle 

patologie non-AIDS; nelle persone con malattia da HIV, diversi marcatori infiammatori e di 

coagulazione (in particolare PCR ad alta sensibilità, IL-6 e D-dimeri) sono stati associati con la 

mortalità complessiva e lo sviluppo di patologie non-AIDS correlate [35] [36]. Le cause della 

persistenza dell’immonoattivazione non sono del tutto note ma potrebbero essere correlate a 

persistenza di bassi livelli di replicazione virale (non rilevabile con le metodiche comunemente 

impiegate nella pratica clinica), ad infezioni croniche (ad esempio CMV) e a fenomeni di 

traslocazione microbica a livello intestinale; la perdita di integrità della barriera mucosa 

intestinale avviene infatti molto precocemente in corso di infezione da HIV con conseguente 

aumento del passaggio di prodotti metabolici e microbici nel torrente circolatorio [37] . 

Sulla base di tali premesse, si comprende come lo studio dei fenomeni di immunosenescenza e 

inflamm-aging in relazione alla malattia da HIV abbia destato negli ultimi anni un grande 
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interesse [21]. La β-galattosidasi è un enzima lisosomiale la cui attività aumenta in condizioni di 

senescenza cellulare (senescence associated β-galactosidase, SA-βgal); rappresenta quindi un 

potenziale strumento per indagare i fenomeni legati all’invecchiamento in differenti 

popolazioni cellulari [30]. Poiché lo stato di infiammazione cronica che accompagna l’infezione 

da HIV può essere considerato simile ad un processo di invecchiamento [21], il presente lavoro 

è stato condotto con lo scopo di studiare l’espressione della β-galattosidasi come marcatore di 

senescenza cellulare espresso da popolazioni di cellule circolanti provenienti da pazienti affetti 

da malattia da HIV sottoposti a terapia antiretrovirale. La prima fase ha riguardato la messa a 

punto di un saggio citofluorimetrico adatto allo scopo; successivamente sono stati studiati 

linfociti B, linfociti T, cellule NK, cellule NK/T e monociti, analizzando e quantificando 

all’interno di ogni popolazione (individuata attraverso l’espressione di caratteristici marcatori 

di superficie) l’attività enzimatica associata a senescenza della β-galattosidasi. Per quanto di 

nostra conoscenza, non vi sono precedenti studi che abbiano valutato l’espressione della β-

galattosidasi in soggetti affetti da malattia da HIV. 

L’analisi è stata condotta su 26 pazienti e 3 donatori sani; la metodica è apparsa tecnicamente 

affidabile, riproducibile ed in grado di dare risultati di tipo quantitativo. La possibilità di 

utilizzare un kit commerciale ha reso il test più facile da eseguire e standardizzare. L’impiego 

del citofluorimetro consente inoltre di studiare l’attività della β-galattosidasi a livello di singola 

popolazione (o sottopopolazione) cellulare, virtualmente in ogni tipo di fluido biologico; ciò 

offre ampi spazi per la valutazione dei fenomeni di senescenza cellulare in molti ambiti 

patologici ed in numerosi compartimenti biologici. 

Le differenze osservate nei soggetti con infezione da HIV a carico dei linfociti T helper e T 

citotossici, rispettivamente ridotti ed aumentati rispetto ai controlli, erano largamente attese; 

degno di nota il fatto che tali differenze non erano comunque tali da raggiungere una 

significatività statistica, il che è con tutta probabilità dovuto all’immunoricostituzione indotta 
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dalla terapia antiretrovirale, che tende a riequilibrare nel tempo il rapporto fra le due 

popolazioni cellulari. 

Differenze significative sono invece emerse studiando l’espressione della β-galattosidasi: nei 

controlli, sia i linfociti totali che la maggior parte delle sottopopolazioni linfocitarie dei donatori 

sani sono apparsi più senescenti nei controlli rispetto a quanto osservato nei soggetti con 

malattia da HIV. Questo dato può apparire sorprendente, soprattutto considerando che 

l’infezione da HIV, per l’infiammazione cronica sistemica che la accompagna, è considerata 

patologia in grado di indurre un invecchiamento precoce [28]. Due aspetti vanno tuttavia tenuti 

in considerazione. Il primo è il fatto che tutti i pazienti inclusi nello studio (ad eccezione di uno) 

assumevano stabilmente farmaci antiretrovirali ed avevano livelli di replicazione virale non 

rilevabili in molti casi da anni; è noto infatti che ciò contribuisce a ridurre l’infiammazione e 

l’immunoattivazione HIV-correlate [38]. Analogamente, il prolungato ed efficiente controllo 

della replicazione virale garantito dalla terapia potrebbe riflettersi anche sull’espressione di 

marcatori di senescenza cellulare, inducendone la diminuzione. Un limite del presente studio è 

la mancanza di un gruppo di pazienti non sottoposti a terapia antiretrovirale, più difficile da 

ottenere anche in considerazione che le attuali linee guida raccomandano l’inizio immediato 

della terapia in tutti i soggetti con nuova diagnosi di infezione da HIV. Il secondo aspetto degno 

di nota è che l’età media del gruppo di controllo (peraltro numericamente limitato) era 

sensibilmente più elevata rispetto a quella dei soggetti con infezione da HIV; in tal senso, si 

potrebbe ipotizzare che l’espressione della β-galattosidasi sia maggiormente sensibile ai 

processi di invecchiamento legati all’aumentare dell’età piuttosto che allo stato di 

infiammazione/immunoattivazione residua causato da patologie come la malattia da HIV. 

Degno di nota appare anche il fatto che, nei pochi pazienti con infezione da HIV e malattie 

cardiovascolari e/o dismetaboliche, l’espressione della β-galattosidasi è tendenzialmente 

aumentata sia a livello di linfociti che, in modo più evidente, a livello di monociti. 

L’ampliamento di questi sottogruppi di pazienti potrebbe consentire di apprezzare meglio un 
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eventuale impatto sull’espressione della β-galattosidasi dovuto alla presenza di co-morbilità 

tipiche della senescenza. 

In passato è stata indagata la potenziale superiorità di alcuni farmaci antiretrovirali rispetto ad 

altri, in termini di riduzione dell’infiammazione e dell’immunoattivazione HIV-correlate [39] ; 

suddividendo i pazienti in studio per tipo di terapia non sono emerse differenze statisticamente 

significative nell’espressione della β-galattosidasi. A tal riguardo, va comunque sottolineato il 

fatto che i farmaci ed i regimi terapeutici utilizzati nel trattamento dell’infezione da HIV sono 

divenuti progressivamente sia più efficaci che più tollerabili, anche sotto il profilo metabolico. 

Nessuna differenza significativa è stata infine osservata neppure in relazione alla durata della 

terapia (≤3 anni versus >3 anni). Anche questo dato potrebbe apparire in qualche modo inatteso, 

ma va a sua volta letto in relazione alla scarsa numerosità dei pazienti con terapie di breve 

durata (tre in tutto), cosa che rende i due gruppi difficilmente confrontabili a livello statistico. 

Al di là dei limiti imposti dalla casistica, la metodica di analisi dell’espressione della β-

galattosidasi in citofluorimetria è apparsa di facile esecuzione ed interpretazione; la sua 

applicazione su casistiche più numerose, che comprendano situazioni immuno-virologiche e 

cliniche distinte potrà in futuro aiutarci a comprendere se la β-galattosidasi possa costituire un 

affidabile marcatore di senescenza cellulare in soggetti affetti da malattia da HIV, nonché di 

stabilire se possano esistere fenomeni di correlazione con la capacità del paziente di ottenere 

una buona immunoricostituzione in seguito a terapia antiretrovirale o con il rischio di sviluppare 

nel tempo patologie opportunistiche e/o patologie non-AIDS correlate. L’obiettivo in un più 

lungo termine è quello di testare l’espressione della β-galattosidasi come potenziale marcatore 

prognostico. 
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