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Riassunto 

In questo lavoro di tesi è stata valutata la risposta immunitaria umorale e cellulo-mediata, 

in seguito alla somministrazione del vaccino a mRNA anti-COVID-19 (Pfizer mRNA 

BNT162b2), in pazienti trattati con farmaci immunosoppressi e con immunodeficienza 

comune variabile (CVID). Dall’Unità di Reumatologia e Immunologia Clinica, dell’A.O. 

Spedali Civili di Brescia sono stati reclutati 38 pazienti, di cui 34 affetti da malattie 

reumatiche croniche (RDs), 4 da CVID e 11 persone sane (HC), utilizzate come controlli. 

Tutti i pazienti con RDs erano sottoposti ad una terapia a base di corticosteroidi e/o 

trattamento immunosoppressivo e/o farmaci biologici; in particolare, 14 pazienti 

assumevano abatacept (ABA), 10 rituximab (RTX) e 10 tocilizumab (TCZ). In primo 

luogo, è stato valutato il titolo anticorpale sia contro la proteina del nucleocapside (N) 

che della proteina Spike (S) di SARS-CoV-2 mediante immunodosaggio ad elettro 

chemiluminescenza. È stata analizzata la risposta immunitaria cellulo-mediata dei 

linfociti T CD4+ e CD4+-CD8+ mediante il test di rilascio dell’interferone- (IFN-) e 

valutata la produzione di chemochine indotte dall’IFN- (CXCL9 e CXCL10) e dalle 

cellule dell’immunità innata (CCL2, CXCL8 e CCL5), mediante l’uso di cytometric bead 

array method (CBA) a seguito di stimolazione con due pool di peptidi differenti della 

proteina S di SARS-CoV-2. Infine, mediante citofluorimetria, è stata studiata 

l’espressione di marcatori di attivazione precoce, come CD40L, CD137 e di citochine 

intracellulari, come IL-2, IFN- e IL-17, a seguito di stimolazione dei linfociti T con due 

pool di peptidi differenti della proteina S. I principali risultati ottenuti sono stati: (i) una 

ridotta risposta anti-S nei pazienti trattati con ABA, ripristinata però dopo la terza dose 

vaccinale; (ii) una ridotta attivazione delle cellule T dovuta ad una riduzione di IFN- e 



 
 

chemochine (CXCL9 e CXCL10); (iii) una riduzione di cellule T CD8+ della memoria 

nei pazienti trattati con ABA; (iv) una significativa abilità dei pazienti trattati con ABA 

di sviluppare una risposta cellulo-mediata delle cellule T CD4+, se stimolate con antigeni 

derivati dalla proteina S di SARS-CoV-2. Nonostante questo lavoro sia stato limitato dal 

basso numero di pazienti reclutati, l’esecuzione di numerose valutazioni effettuate a 

livello cellulare, ha contribuito a dimostrare il tipo di risposta immunitaria che i pazienti 

sottoposti a diverse terapie immunosoppressive sono stati in grado di generare a seguito 

della vaccinazione anti-COVID-19. La capacità di generare cloni di linfociti T CD4+ 

SARS-CoV-2 specifici in seguito alla vaccinazione, ha garantito a questi pazienti 

un’efficace protezione contro il virus. Inoltre, dal momento che, i pazienti trattati con 

ABA, dopo la somministrazione della terza dose di vaccino a mRNA anti-COVID-19 

hanno acquisito la capacità di aumentare la risposta anticorpale, si può affermare che dosi 

ripetute di vaccino potrebbero essere necessarie al fine di ottimizzare la risposta 

immunologica in pazienti altamente vulnerabili.
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Introduzione 

I Coronavirus 

I Coronavirus (CoV) sono un’ampia famiglia di virus respiratori che da diversi anni 

sono oggetto di numerosi studi; sebbene la storia dei Coronavirus sia iniziata già 

negli anni '40 [1], i primi Coronavirus patogeni per l’uomo sono stati identificati a 

partire dal 1960. In particolare, nel 1965, la rivista “The British Medical Journal” 

pubblicò un articolo relativo alla scoperta di un Coronavirus denominato B814, 

isolato dal muco di un paziente che presentava sintomatologia di un comune 

raffreddore [2]. 

I Coronavirus sono virus appartenenti all’ordine Nidovirales e alla famiglia 

Coronaviridae, una famiglia di virus che colpisce le vie respiratorie a cui appartiene 

la sottofamiglia Orthocoronavirinae; quest’ultima, comprende quattro generi: 

alphacoronavirus [α-CoV], betacoronavirus [β-CoV], gammacoronavirus [γ-CoV] 

e deltacoronavirus [δ-CoV] [3]. I γ-CoV e δ-CoV infettano un ampio spettro di 

specie animali, in particolare quelle aviarie. Gli α-CoV i e i β-CoV infettano, invece, 

prevalentemente i mammiferi, tra cui l'uomo. I ceppi che circolano da più tempo 

all'interno della popolazione e che causano circa un terzo dei casi di raffreddore e 

lievi infezioni a livello del tratto respiratorio, [4]  come anche malattie enteriche e 

neurologiche [5], sono: HcoV-229 [α-CoV], HcoV-OC43 [β-CoV], scoperti 

entrambi negli anni ’60 [6] e HcoV-NL63 [α-CoV], HcoV-HKU1 [β-CoV], scoperti 

rispettivamente negli anni 2004 e 2005 [7]. 

Negli ultimi anni sono emersi, invece, Coronavirus in grado di causare patologie 

severe, in alcuni casi fatali, a livello dell'apparato respiratorio. Tra questi possiamo 

citare MERS-CoV (Middle East Respiratory Sindrome), SARS-CoV (Severe Acute 
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Respiratory Sindrome) e SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Sindrome 2) [8, 

9]. 

 

Figura 1. Tassonomia dei coronavirus [10]. 

 

I Coronavirus sono virus dotati di pericapside, con un genoma molto ampio 

(27.000-30.000 basi) a singolo filamento di RNA con polarità positiva. Prendono 

questo nome dalla glicoproteina “Spike” (S) localizzata sulla superficie esterna del 

pericapside, che sembra formare una vera e propria corona attorno al virus. Il loro 

genoma è associato e stabilizzato dalla proteina del core (N), con la quale forma un 

nucleocapside elicoidale. Le altre proteine strutturali che compongono il virione 

sono la proteina dell’envelope (E), la proteina della matrice (M) e la proteina S 

presente sulla superficie esterna della particella virale [11, 12]. 
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Figura 2. Struttura dei coronavirus [10]. 

 

SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 della sindrome respiratoria acuta grave, la cui denominazione gli è 

stata attribuita l'11 febbraio del 2020 dall'International Committee on Taxonomy of 

Viruses (ICTV) [13], è un coronavirus altamente trasmissibile e patogeno. SARS-

CoV-2 è un β-CoV ed è, ad oggi, il settimo Coronavirus riconosciuto in grado di 

infettare gli esseri umani [14]. 

SARS-CoV-2 è stato identificato come l’agente eziologico responsabile dei casi di 

polmonite acuta registrati a Wuhan, in Cina nel dicembre del 2019 [15]. La 

patologia da nuovo Coronavirus è stata denominata "malattia da coronavirus 2019" 

(COVID-19) dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) [16] ed è stata 

dichiarata pandemia l’11 marzo del 2020. 

Il nome viene impropriamente, e ormai largamente, usato come sinonimo del virus 

stesso, sebbene si riferisca alla patologia da esso causata [17]. 

 

 

 

https://it.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
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Struttura genomica 

 

Il genoma di SARS-CoV-2 è costituito da 29,9 kb, organizzato in 12 Open Reading 

Frames (ORFs). All’estremità 5’ del genoma sono presenti ORF1a e ORF1b, che 

occupano due terzi dell’intero genoma e codificano per 16 proteine non strutturali 

(NSPs). Le NSPs costituiscono il complesso di replicazione e trascrizione virale 

(RTC), che comprende anche l’enzima virale RNA polimerasi-RNA dipendente 

(NSP12) [12]. Gli ORFs, che codificano per le 4 proteine strutturali (S; E; M e N) 

e per le proteine accessorie, sono trascritti a partire dall’estremità 3’ del genoma 

fino a formare un insieme di 7 mRNA sub-genomici, successivamente tradotti a 

livello del citoplasma della cellula ospite. Il primo ORF, costituito da circa 21kb, è 

seguito dal gene S, codificante per la proteina della superficie. Vi è poi l’ORF3a, il 

gene E che codifica per la proteina dell’involucro, il gene M codificante per la 

proteina della matrice e, in successione, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8. Infine, 

all’estremità 3’-UTR, il gene N che codifica per la proteina del nucleocapside e 

l’ORF10 [12]. 

 

Figura 2. Rappresentazione schematica del genoma di SARS-CoV-2 [18]. 
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Proteina di superficie (S) 

La glicoproteina di superficie, proteina S, è una proteina transmembrana di classe I 

che sporge dall’involucro virale, conferendo al virus la caratteristica forma a 

corona. La proteina S dei Coronavirus è costituita da 1.273 amminoacidi ed è divisa 

in due parti funzionalmente distinte, S1 e S2 [19]. Il dominio S1 della proteina S è 

esposto in superficie e agisce come importante antigene. Contiene due subunità, il 

dominio N-terminale (NTD) ed il dominio C-terminale (CTD); quest’ultimo agisce 

come dominio di legame con il recettore (RBD) interagendo con l’angiotensin-

converting enzyme 2 (ACE2), identificato come il recettore principale che consente 

a SARS-CoV-2 di infettare le cellule dell’ospite [20].  

Il dominio S2, agendo come proteina di fusione, aiuta il virione a fondersi con la 

membrana cellulare dell’ospite.  

Per poter entrare nella cellula, la proteina S deve subire un taglio proteolitico da 

parte della proteasi transmembrana serina 2 (TMPRSS2) dell’ospite. In seguito al 

taglio, la subunità S1, comprendente il dominio RBD, si attiva e media il legame 

con il recettore, mentre la subunità S2 promuove la fusione del virione con la 

membrana citoplasmatica dell’ospite.  

La regione di interazione con il recettore ACE2 è altamente conservata tra i 

Coronavirus; infatti, la sequenza amminoacidica della proteina S di SARS-CoV-2 

presenta un’omologia del 76% con la proteina S di SARS-CoV e del 97% con quella 

del Coronavirus RaTG13, tipico dei pipistrelli [21]. Nonostante ciò, a livello della 

regione dell’RBD, l’identità tra SARS-CoV e SARS-CoV-2 diminuisce, 

determinando una maggiore affinità di SARS-CoV-2 per ACE2. È possibile che il 
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virus che si è diffuso recentemente abbia acquisito determinate mutazioni a livello 

del dominio RBD per potersi adattare meglio alle diverse specie [21]. 

 

Proteina dell’involucro (E) 

La proteina dell’involucro, o proteina E, è una proteina integrale di membrana 

relativamente piccola, costituita da 75 amminoacidi, presente in bassa quantità nel 

virione. Essa ha un ruolo importante nel processo di maturazione delle particelle 

virali ed è in grado di modulare il processo di patogenesi. Essa può causare infatti 

un ripiegamento proteico scorretto (UPR) in grado di indurre un fenomeno di 

apoptosi. Le proteine E agiscono come viroporine, ossia proteine virali che si 

assemblano nella membrana della cellula ospite formando pori coinvolti nel 

trasporto ionico [22], fondamentali sia per il trasporto di ioni, come Ca2+, che per 

l’assemblaggio ed il rilascio di virioni [21]. 

 

Proteina di membrana (M) 

La glicoproteina di membrana, o proteina M, è una proteina strutturale costituita da 

222 amminoacidi. Essa svolge un ruolo fondamentale per quanto riguarda 

l’impacchettamento dell’RNA e dell’assemblaggio delle particelle virali [23]. 

L’interazione delle proteine M, S ed E conferisce la forma caratteristica 

dell’involucro di SARS-CoV-2. La proteina M presenta tre domini transmembrana; 

il terzo dominio contiene una regione anfipatica, che è altamente conservata in tutti 

i Coronavirus. La proteina M è la proteina più abbondante nei virioni di SARS-

CoV-2 e può essere presente in due conformazioni, allungata, se associata ad 
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un’elevata densità di proteina S o compatta, se associata invece ad una bassa densità 

di proteina S [24]. 

 

Proteina del nucleocapside (N) 

La proteina del nucleocapside, o proteina N, è una proteina strutturale capace di 

legare [24] l’RNA virale attraverso un dominio lungo circa 140 amminoacidi, 

formando così il nucleo di una ribonucleoproteina che media l’ingresso nella cellula 

ospite e l’interazione con i processi cellulari a seguito della fusione del virus [21]. 

 

Ciclo replicativo di SARS-CoV-2 nella cellula ospite 

La prima fase del ciclo replicativo di SARS-CoV-2 consiste nell’ingresso del virus 

all’interno della cellula ospite, mediato dall’interazione tra la glicoproteina S, i 

recettori espressi sulla superficie cellulare e da altri co-fattori. La proteina S 

possiede il dominio RBD che è in grado di legare il recettore ACE2 presente sulla 

superficie delle cellule epiteliali, bersaglio di SARS-CoV-2 [25]. Il dominio RBD 

di SARS-CoV-2 mostra una maggiore affinità per il recettore ACE2 rispetto 

all’RBD di SARS-CoV; questo potrebbe essere dovuto sia a variazioni 

amminoacidiche nel dominio RBD di questi virus, sia alla presenza di variabilità 

nei pattern di glicosilazione [26]. Per poter entrare nella cellula, la proteina S, 

costituita dalle subunità S1 e S2, deve subire un taglio proteolitico da parte della 

TMPRSS2 dell’ospite. Infatti, avvenuto il taglio, la proteina S viene attivata 

affinché la subunità S1, che comprende il dominio RBD, medi il legame con il 

recettore; la subunità S2, invece, contribuisce alla fusione del virione con la 

membrana citoplasmatica dell’ospite. 
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Una volta avvenuto l’ingresso di SARS-CoV-2 nella cellula, il suo genoma viene 

rilasciato direttamente nel citoplasma, dove ha inizio il processo di traduzione 

dell’mRNA virale, il quale è fortemente dipendente dai ribosomi dell’ospite. Nel 

reticolo endoplasmatico rugoso vengono immediatamente tradotti gli ORF1a e 

ORF1b situati all’estremità 5’ del genoma. Vengono generate le proteine pp1a e 

pp1ab che dopo essere state sottoposte all’azione delle proteasi virali, danno origine 

alle 16 proteine non strutturali (NSPs) di SARS-CoV-2 [21]. Tra queste sono 

presenti le proteine che formano il complesso di replicazione-trascrizione del 

coronavirus (RTC), compresa l’RNA polimerasi-RNA dipendente [12]. Dal 

reticolo endoplasmatico si originano anche gli organelli di replicazione virale 

costituiti da piccole vescicole (DMVs) che contribuiscono a creare un 

microambiente favorevole alla replicazione e alla trascrizione dell’RNA virale. 

Infatti, al loro interno, l’RNA polimerasi-RNA dipendente utilizza il genoma virale 

come stampo per sintetizzare un filamento temporaneo di RNA a polarità negativa 

(ssRNA-), da cui vengono trascritti gli RNA messaggeri sub-genomici a polarità 

positiva (sgRNAs). Mentre l’mRNA della proteina del nucleocapside viene tradotto 

dai ribosomi citosolici, gli mRNA delle proteine S, E e M sono tradotti dai ribosomi 

presenti sul reticolo endoplasmatico. Le proteine tradotte raggiungono il 

compartimento intermedio reticolo endoplasmatico-Golgi (ERGIC), dove avviene 

l’incapsulamento dei genomi virali e l’assemblaggio dei virioni. I nuovi virioni 

maturi vengono rilasciati dalla cellula infettata per esocitosi [12]. 
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Figura 3. Ciclo replicativo di SARS-CoV-2 [27]. 

 

Patogenesi  

La maggior parte dei Coronavirus sono responsabili del comune raffreddore con 

sintomi moderati che coinvolgono soprattutto le vie respiratorie superiori e in alcuni 

casi il tratto gastrointestinale. I Coronavirus altamente patogeni invece, compreso 

SARS-CoV-2, causano sintomi più severi. Inizialmente la patologia si manifesta 

con sintomi lievi, simil-influenzali, ma in alcuni casi può progredire fino 

all’insorgenza di una grave insufficienza respiratoria. 

Il decorso dell’infezione da SARS-CoV-2 può essere suddiviso in tre stadi: 

1. Fase iniziale dell’infezione: in questa fase il virus colonizza principalmente 

gli epiteli delle alte vie aeree dell’ospite e si moltiplica. Il paziente spesso 

presenta sintomi lievi e non specifici, come febbre e tosse secca. È la fase 

virale della malattia che nella maggior parte dei casi si risolve senza 

ricovero del paziente.  
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2. Fase intermedia: se l’infezione non si risolve e la carica virale aumenta, il 

paziente sviluppa un’infiammazione polmonare caratterizzata da tosse, 

febbre e difficoltà respiratorie. In questa fase, il paziente deve essere 

monitorato molto attentamente ma nella maggior parte dei casi non 

necessita di ospedalizzazione. In questa fase inizia a istaurarsi una risposta 

infiammatoria dell’organismo che, man mano, assume un ruolo sempre più 

importante nel decorso della malattia.  

3. Fase avanzata: una parte minore dei pazienti affetti da COVID-19 entra in 

uno stadio più avanzato dell’infezione in cui si manifesta uno stato di “iper-

infiammazione” sistemica. Questa è la fase più critica dell’infezione e tra 

questi pazienti la frequenza di complicazioni letali è rilevante. Le 

complicazioni possono anche interessare apparati diversi da quello 

respiratorio tra cui il sistema vascolare, il cui ruolo nella progressione della 

patologia è stato ampiamente documentato [28]. La reazione infiammatoria 

e trombotica scatenata dall’infezione è l’elemento costitutivo dell’ultimo 

stadio nell’evoluzione della COVID-19 [29]. 

 

Figura 4. Classificazione degli stati patologici di COVID-19. 
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Trasmissione del virus e misure di prevenzione 

I Coronavirus umani infettano le vie respiratorie superiori o il tratto gastroenterico 

e vengono trasmessi principalmente per via aerea. Numerosi studi hanno dimostrato 

che esistono diversi tipi di trasmissione interumana [30, 31, 32]: 

• Trasmissione tramite goccioline respiratorie (“droplets”) che vengono 

espulse dal soggetto infetto con uno starnuto o un colpo di tosse ed inalate 

dai soggetti sani che si trovano in prossimità del soggetto infetto; 

• Trasmissione per contatto diretto, dove un soggetto sano tocca un oggetto 

o una superficie contaminata; 

• Trasmissione tramite aerosol, dove le “droplets” si mescolano all’aria 

causando infezione solo se inalate ad alte dosi. Solitamente ciò accade 

quando il soggetto sano si trova in prossimità del soggetto infetto in una 

stanza chiusa; 

• Trasmissione tramite via oro-fecale [33, 34]. 

 

SARS-CoV-2 segue le medesime modalità di trasmissione passando da persona a 

persona per lo più attraverso le goccioline respiratorie (“droplets”) prodotte tramite 

starnuti e/o colpi di tosse [35].  

Il virus può essere trasmesso non solo da pazienti che manifestano sintomi ma anche 

da pazienti asintomatici [36, 37, 38]. 



12 
 

 

Figura 5. Possibili vie di trasmissione di SARS-CoV-2 [27]. 

 

Le indicazioni dell’OMS sulle misure di prevenzione consistono nell’utilizzo di 

dispositivi di protezione individuale  (utilizzo di mascherine, 

lavaggio/igienizzazione delle mani, mantenimento della distanza di almeno 1 metro 

con le altre persone, evitare il contatto con persone infette); la precoce 

identificazione dei casi ed il successivo isolamento domiciliare o in strutture 

sanitarie dei soggetti positivi; la sanificazione e l’adeguata ventilazione delle 

strutture sanitarie; l’addestramento e l’informazione del personale sanitario e della 

popolazione; la quarantena per le persone non infette ma che hanno avuto un 

contatto diretto con un paziente infetto.  

 

Quadro clinico da COVID-19  

La maggior parte dei pazienti che si infettano con il virus SARS-CoV-2 presenta 

sintomi dopo un periodo di incubazione variabile tra 1 e 14 giorni mostrando 

inizialmente sintomi lievi come: mal di testa, febbre, tosse, diarrea, mal di gola, 

dolore toracico, brividi, nausea, vomito, ageusia e anosmia e occasionalmente 
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possono coinvolgere il tratto gastrointestinale e neurologico. In diversi casi, i 

sintomi evolvono in insufficienza multi-organo, shock settico, edema polmonare, 

dispnea, mialgia, affaticamento, sindrome da distress respiratorio acuto (ARDS), 

insufficienza renale e morte [33, 39, 40, 41]. 

 

Figura 6. Sintomi clinici da COVID-19 [27]. 

 

Con il progredire della pandemia, è diventato sempre più chiaro come il COVID-

19 non comprenda solo malattie respiratorie/gastrointestinali acute, ma può indurre 

anche effetti a lungo termine [42]. 

 

Nonostante SARS-CoV-2 sia in grado di infettare anche bambini e giovani adulti, 

è stato dimostrato che pazienti di età avanzata (> 60 anni), soprattutto con gravi 

malattie preesistenti, presentano maggior rischio di sviluppo di ARDS con 

conseguente prognosi infausta [43]. 

Al momento del ricovero questi pazienti mostrano condizioni di linfopenia marcata 

e livelli molto elevati di citochine plasmatiche, il che conferma un processo 

immunopatologico causato da una importante cascata citochinica [44]. Ulteriori 
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anomalie riportate nei test di laboratorio nei casi di infezione grave da COVID-19 

includono anche un aumento dei livelli degli enzimi epatici (LDH, ALT e AST), 

della bilirubina totale, della creatinina, della troponina cardiaca, del D-dimero, del 

tempo di protrombina, della procalcitonina e della proteina C reattiva (CRP) [45].  

Nonostante tutte queste evidenze, si può comunque affermare che qualsiasi persona, 

indipendentemente dall’età e dal caso clinico, è suscettibile all'infezione da SARS-

CoV-2 [46]. 

 

Risposta immunitaria dell’ospite all’infezione da SARS-CoV-2 

Una volta legatosi alle cellule epiteliali del tratto respiratorio mediante il recettore 

ACE2, SARS-CoV-2 inizia a replicare e a migrare verso le basse vie aeree. La 

rapida replicazione a livello polmonare, mediata dall’enzima cPLA2α, può 

innescare una forte risposta immunitaria. Se nelle fasi precoci, il virus non viene 

eliminato dal sistema immunitario, si diffonde, causando gravi danni nei tessuti 

colpiti, soprattutto a livello polmonare. A questo proposito, analisi istopatologiche 

hanno evidenziato: danno alveolare bilaterale diffuso, formazione di membrane 

ialine, desquamazione degli pneumociti e dei depositi di fibrina nei polmoni [44]. 

In alcuni casi è stata osservata anche insufficienza multiorgano [46]. 

Le cellule danneggiate all’interno del polmone attivano la risposta infiammatoria, 

mediata principalmente da macrofagi e monociti pro-infiammatori. Nella maggior 

parte dei pazienti sono state riscontrate elevate concentrazioni di marcatori associati 

all'infezione, come citochine e chemochine infiammatorie  [47, 48, 49]. 
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Ambienti ricchi di citochine provocano l’attivazione di monociti CD14+ e CD16+ 

infiammatori che causano una sovra-espressione di interleuchina-6 (IL-6), in grado 

di aumentare la risposta infiammatoria [50]. 

Anche gli inflammasomi, oligomeri multiproteici intracellulari, sono in grado di 

intervenire nella risposta immunitaria innata a seguito di stimoli endogeni ed 

esogeni, trasformando una moltitudine di segnali in risposte pro-infiammatorie 

[51]. Questi complessi multiproteici inducono, infatti, l’attivazione della caspasi-1 

infiammatoria che, a sua volta, attiva l’interleuchina-1 β (IL-1β) e l’interleuchina-

18 (IL-18), in grado di indurre una risposta infiammatoria sistemica.  

L’attivazione della caspasi-1 è in grado di provocare anche un fenomeno di 

piroptosi, una forma altamente infiammatoria di morte cellulare litica programmata.  

Sono stati, ad oggi, identificati numerosi inflammasomi, ma il più conosciuto è 

l’inflammasoma intracellulare Nod-Like Receptor Protein 3 (NLRP3), 

appartenente alla famiglia dei recettori dell’immunità innata (PRRs), deputati alla 

rilevazione dei segnali provenienti da patogeni esterni. 

Età avanzata, casi di linfocitopenia, neutrofilia e problemi di coagulazione nei 

pazienti affetti da COVID-19 determinano una ridotta capacità da parte dei linfociti 

T CD4+
 e CD8+

 di produrre interferone-γ (IFN-γ) e interleuchina-2 (IL-2), che 

determinano una minore attivazione dei linfociti T da parte delle cellule dendritiche, 

compromettendo la risposta immunitaria adattativa e aggravando il quadro clinico.  

Nei lavaggi bronco-alveolari di pazienti in gravi condizioni sono stati ritrovati 

elevati livelli di chemochine infiammatorie (ad esempio CCL2): l’elevata 

concentrazione di citochine e di chemochine pro-infiammatorie amplifica il danno 

tissutale. Questa condizione di pro-infiammazione induce le cellule endoteliali ad 
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una up-regolazione dell’espressione delle molecole di adesione dei leucociti, 

promuovendo quindi un maggiore accumulo delle cellule del sistema immunitario 

che portano rapidamente al cedimento del sistema respiratorio. L’iper-

infiammazione del polmone, inoltre, induce dei cambi a livello trascrizionale nei 

macrofagi e nei neutrofili che portano alla perpetuazione del danno tissutale e, 

infine, al danno irreversibile del polmone [27]. 

 

 

Figura 7. Risposta dell’ospite a SARS-CoV-2 [27]. 

 

Caratterizzazione immunopatologica dei pazienti COVID-19 e 

meccanismi di evasione dell'immunità innata di SARS-CoV-2  

L’analisi post morte di pazienti affetti da COVID-19 mostra un numero elevato di 

cellule mononucleari a livello delle aree affette (polmone, cuore, rene), questo si 

associa ad una “tempesta citochinica” e linfopenia. In pazienti gravemente affetti 

da COVID-19 si può quindi osservare una risposta immunitaria sbilanciata, con alte 
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concentrazioni di citochine e/o chemochine infiammatorie e bassi livelli di IFN-α o 

IFN-β circolante, determinanti persistenza della viremia [52]. In particolare, si è 

evidenziata una marcata linfopenia di CD4+, CD8+ e NK nei soggetti COVID-19 

positivi rispetto ai soggetti sani, con una maggiore frequenza di CD4+ e CD8+ 

attivati (CD38+/HLA-DR+) in pazienti più gravi, che hanno inoltre mostrato un 

numero ridotto di CD4+ e CD8+ della memoria effettrice (CCR7-; CD45RA-) ed un 

numero elevato di CD4+ granzima B positivi [53]. 

L’aberrante risposta infiammatoria, tipica dei pazienti gravi, è attribuibile ad una 

asincronia immunologica causata dal virus stesso [54]. 

Normalmente, la risposta immune antivirale è caratterizzata da una cascata cellulare 

e molecolare ben orchestrata e bilanciata a livello spazio-temporale che permette la 

clearance virale, attenuando la tossicità di una eccessiva risposta immune. 

A poche ore dall’infezione, si può osservare una prima risposta immunitaria volta 

a circoscrivere la replicazione virale attraverso l’induzione dell’IFN di tipo I/III, 

accompagnata dalla produzione di diverse citochine come, IL-1, IL-6 e IL-18 che 

promuovono un processo di infiammazione e di risposta TH1 mediata e la 

produzione di chemochine quali, CCL2 e CCL7, importanti per il reclutamento di 

monociti e cellule T nel sito dell’infezione. Pochi giorni dopo l’infezione, invece, 

viene attivata l’immunità adattativa e progressivamente de-regolata l’immunità 

innata.  

Con l’eliminazione del patogeno, una serie di cellule regolatorie dell’immunità 

innata, come macrofagi M2 e cellule dendritiche tissutali, e cellule che modulano il 

processo legato all’immunità adattativa (Treg e Breg), contribuiscono alla 

risoluzione dell’infiammazione [54]. 
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I meccanismi di controllo di questa risposta sono molteplici, (i) ridotta 

sopravvivenza dei neutrofili, (ii) ridotta capacità proliferativa dei macrofagi 

tissutali e (iii) tendenza all’apoptosi indotta dall’attivazione cellulare dei linfociti.  

Molti pathway inibitori sono indotti dall’infiammazione stessa, quali ad esempio la 

produzione di IL-1RA e IL-18BP in risposta ad IFN- e IL-10. Mentre per i check-

point inibitori l’induzione avviene in seguito ad eccessiva e prolungata attivazione 

dei linfociti [55]. 

 

I Coronavirus hanno sviluppato molteplici sistemi per contenere la risposta immune 

innata. Per evitare l’attivazione del sistema immunitario da parte dell’ospite è stato 

dimostrato che questi sarebbero in grado di promuovere la formazione di DMVs, 

capaci di sequestrare l'acido nucleico virale, impedendo così il riconoscimento da 

parte dei PRR della cellula ospite e di conseguenza, l’attivazione delle molecole 

coinvolte nella segnalazione immunitaria [56, 57]. 

I Coronavirus sono estremamente sensibile all'IFN, pertanto nel tempo, si sono 

evoluti al fine di poter riuscire ad antagonizzare il riconoscimento immunitario, 

interferendo con la segnalazione a valle dei recettori degli interferoni, o inibendo 

specifici prodotti genici indotti dall'IFN stesso (ISG) [58].  

Molte proteine di SARS-CoV, alcune delle quali conservate in SARS-CoV-2, 

agiscono come inibitori dell’IFN e come inibitori di molecole di rilevamento 

(sentinelle) del sistema immune innato, come il fattore regolatore dell’interferone-

3 (IRF-3) ed il gene inducibile all'acido retinoico I (RIG-I) [54, 59]. Questo spiega 

i bassi livelli di IFN di tipo I osservati nel plasma di pazienti affetti da SARS-CoV-

2 [49]. 
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Alcune proteine virali, inoltre, un esempio è l’ORF3a, sono in grado di attivare 

l’inflammosoma agendo direttamente su NLRP3, inducendo un aumento della 

produzione di citochine infiammatorie, come IL-1 e IL-6 [60]. 

Più in generale la proteina N dei Coronavirus è in grado di interagire attraverso la 

porzione C terminale con la proteina 25 contenente il motivo tripartito (TRIM25), 

determinando un’inibizione competitiva in grado di ridurre l’interazione fra 

TRIM25 e RIG-I, inibendo l’attivazione e l’ubiquitinazione di RIG-1. 

Normalmente RIG-1 agisce da recettore per l’RNA virale, dopo l’interazione con 

esso i domini di reclutamento della caspasi N terminale (CARD) di RIG-1 vengono 

modificati dall’ubiquitina, previa interazione con TRIM25. I domini di RIG-I, 

mediante l’interazione con ulteriori partner a valle (quali MAVS/VISA/IPS-

1/Cardif), portano all’attivazione di fattori di trascrizione come IRF3 e NFkb, 

inducendo la produzione di IFN tipo I [59]. 

Infine, altre proteine virali quali ORF3b e ORF6 sono in grado di ridurre oltre alla 

produzione di IFN di tipo I (analogamente alla proteina N) anche il signaling 

dell’IFN-I stesso. In particolare, queste due proteine inibiscono l’espressione di 

quei geni che nel promotore contengono sequenze ISRE (interferon-stimulated 

response element) contrastando a più livelli gli effetti degli IFN di tipo I, oltre che 

la sintesi di INF [61].  

L'inattivazione della segnalazione dell'IFN da parte di SARS-CoV-2 e l'alterata 

produzione di IFN nelle cellule immunitarie del sangue periferico umano possono 

quindi contribuire a favorire il processo di replicazione virale, trasmissione e 

sviluppo, garantendo al virus una maggiore sopravvivenza nelle cellule ospiti. Sono 
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comunque necessarie ulteriori analisi per la comprensione approfondita di queste 

vie di evasione [52]. 

 

 

Figura 8. Risposta canonica dell'IFN dopo il rilevamento dei virus a RNA. 

 

Diagnosi di infezione da COVID-19 

La diagnosi standard di infezione da SARS-CoV-2 viene effettuata mediante 

l’esecuzione di un tampone nasofaringeo analizzato con tecniche molecolari di 

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) per individuare i geni 

virali principalmente espressi durante l’infezione, ORF1b (compreso RdRp), N, E 

o S [62]. Tale procedura viene eseguita solo in laboratori specializzati e richiede un 

tempo medio di elaborazione del campione di circa 5/6 ore dal momento della sua 

presa in carico. Inoltre, possono essere analizzati anche campioni derivati da 

tamponi faringei, salivari, espettorato e liquido bronchiale. La carica virale ottenuta 

mediante questa analisi molecolare può essere influenzata da diversi fattori e risulta 
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essere maggiore nei campioni prelevati dal tratto respiratorio inferiore [63].  

Esistono anche analisi le cui tempistiche possono durare solo diversi minuti, come 

test sierologici o l’imaging TC del torace  [64].  I test sierologici SARS-CoV-2 sono 

test cromatografici di immuno-dosaggio che determinano il rilevamento qualitativo 

di anticorpi anti-SARS-CoV-2 IgG e IgM (contro la proteina N o S) nel sangue e 

sono test di tipo qualitativo. Si differenziano dagli immuno-dosaggi quantitativi, 

fatti su campioni di siero o plasma, che oltre a rilevare la presenza di anticorpi ne 

determinano anche il titolo. Gli anticorpi solitamente tendono ad aumentare alla 

fine del corso della malattia; la durata media del rilevamento degli anticorpi IgM 

SARS-CoV-2 è di 5 giorni, mentre il rilevamento di IgG avviene circa 2 settimane 

dopo la comparsa dei sintomi [65]. L'analisi sierologica è semplice, rapida e non 

richiede strumentazione particolare. Il campione è di facile raccolta e può fornire 

risultati in soli 15 minuti. Nonostante ciò, i test sierologici disponibili in commercio 

differiscono per sensibilità e specificità e questi limiti impongono che ogni 

campione risultato positivo alle IgG o alle IgM debba essere obbligatoriamente 

sottoposto a un tampone di conferma. 

La TC del torace invece è uno strumento di “imaging” di routine per la diagnosi di 

polmonite, relativamente facile e rapida da eseguire che mostra caratteristiche 

radiografiche tipiche in quasi tutti i casi di COVID-19 [66].   

Farmaci utilizzati contro l’infezione da SARS-CoV-2 

Le strategie terapeutiche adottate contro il nuovo coronavirus si sono evolute grazie 

allo studio approfondito dei meccanismi alla base dell’infezione da SARS-CoV-2. 

Ad oggi, non è stata ancora individuata una terapia specifica in grado di curare 

efficacemente tutti i casi di COVID-19 ed è per questo motivo che vengono 
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utilizzati diversi farmaci con l’obiettivo di inibire la replicazione del virus, 

la risposta infiammatoria generata dal sistema immunitario e i danni all’organismo 

[67].    

I farmaci a disposizione contro SARS-CoV-2 possono essere classificati come: 

• Anticorpi monoclonali 

• Immunosoppressori 

• Antivirali 

Gli anticorpi monoclonali sono prodotti da cloni di linfociti B opportunamente 

modificati per produrre immunoglobuline dirette contro molecole presenti nel virus 

o nella catena infiammatoria post-infezione. In Italia, alcuni anticorpi monoclonali 

sono stati autorizzati dall’Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) per il trattamento 

di COVID-19 e vengono utilizzati soprattutto per la cura di soggetti fragili o 

portatori di comorbidità, quindi ad alto rischio di sviluppare forme gravi della 

malattia.  

Gli anticorpi monoclonali agiscono principalmente legandosi alla glicoproteina S 

provocandone alterazioni conformazionali irreversibili che ne impediscono il 

legame al recettore ACE2. L’inibizione dell’interazione proteina S/ACE2 inibisce 

l’attacco del virus alla cellula ospite e la successiva fusione con la membrana [68]. 

I monoclonali devono essere somministrati nelle fasi precoci dell’infezione entro la 

prima settimana dall’insorgenza della malattia. Oltre i 7 giorni sono utilizzati in 

soggetti con immunodeficienza che presentino sierologia per SARS-CoV-2 

negativa, ma una prolungata positività al tampone molecolare. 

https://www.hsr.it/news/2020/maggio/microclots-coronavirus
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 Nonostante si tratti di una terapia attualmente in uso per il trattamento di alcuni 

casi selezionati di COVID-19, gli anticorpi monoclonali non costituiscono una 

terapia utilizzabile su larga scala, in quanto: 

 

➢ possono essere somministrati in un numero limitato di strutture 

ospedaliere, individuate da Regioni e Ministero della Salute; 

➢ hanno generalmente una durata limitata a qualche mese; 

➢ hanno un costo di produzione elevato; 

➢ devono essere somministrati precocemente. 

 

Gli immunosoppressori sono farmaci in grado di ridurre la catena di reazioni 

infiammatorie indotte dalle cellule immunitarie, nota con il nome di tempesta 

citochinica. Quelli utilizzati sono Anakinra e Baricitinib. Il trattamento con 

Anakinra è limitato ai pazienti con polmonite da COVID-19 da moderata a severa. 

Baricitinib è utilizzato nel trattamento di soggetti in condizioni cliniche gravi, ad 

evoluzione rapida. 

 

Gli antivirali sono farmaci capaci di inibire la replicazione del virus. Il farmaco ad 

oggi più utilizzato è il Remdesivir, un farmaco antivirale entrato in fase di studio a 

livello clinico negli Stati Uniti come cura per il COVID-19 [69]. Possiede un ampio 

spettro d’azione contro diversi virus a RNA a singolo filamento, come ad esempio 

il virus respiratorio sinciziale umano (RSV), SARS-CoV e MERS-CoV. Nello 

specifico, Remdesivir essendo un analogo nucleotidico dell’adenosina, viene 

metabolizzato nelle cellule ospiti per formare il metabolita trifosfato nucleosidico 

farmacologicamente attivo. Remdesivir trifosfato agisce come un analogo 
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dell’adenosina trifosfato (ATP) e compete con il substrato naturale dell’ATP per 

l’incorporazione nelle catene di RNA nascente da parte della RNA-polimerasi 

RNA-dipendente del SARS-CoV-2, causando la terminazione del filamento 

ritardato durante la replicazione dell’RNA virale. Da un'indagine condotta su un 

modello di scimmia è emersa la sua capacità di ridurre i danni a livello polmonare 

e di inibire la replicazione del virus se somministrato prima o dopo l'infezione [70]. 

 

Il vaccino PFIZER mRNA BNT162b2 (Comirnaty) 

Nel contesto di una pandemia, i vaccini a mRNA rappresentano un’arma molto 

importante, grazie al loro rapido sviluppo. Pfizer-BioNTech è stata la prima azienda 

farmaceutica a sviluppare un vaccino a mRNA anti-SARS-CoV-2, chiamato 

BNT162b1; si tratta di un vaccino costituito da nanoparticelle liposolubili che 

incapsulano l’mRNA della proteina S di SARS-CoV-2. Grazie a tali nanoparticelle, 

la sequenza di mRNA viene internalizzata dal doppio strato fosfolipidico delle 

cellule umane e viene tradotta in proteina S. A questo punto, la proteina S prodotta 

viene riconosciuta come un antigene estraneo e stimola la risposta immunitaria con 

l’attivazione dei linfociti e la produzione di anticorpi. Anche dopo la vaccinazione, 

i linfociti B della memoria sopravvivono per mesi e questo permette al sistema 

immunitario della persona vaccinata di attivare un’efficace risposta anticorpale 

contro l’infezione da SARS-CoV-2.  La fase 1 della sperimentazione ha evidenziato 

come i soggetti riceventi la dose di vaccino producevano un titolo elevato di 

anticorpi contro SARS-CoV-2 ed una consistente risposta da parte delle cellule T 

CD8+ e CD4+ di tipo TH1 specifiche per l'antigene virale. 
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Il vaccino è risultato ben tollerato dalla popolazione; solo alcuni soggetti hanno 

manifestato delle reazioni avverse di lieve entità. Un altro studio ha dimostrato che 

il vaccino è in grado di promuovere una potente risposta da parte dei linfociti T 

CD4+
 e CD8+, oltre ad un’elevata produzione di IFN-γ. Pfizer-BioNTech ha 

sviluppato anche un secondo vaccino a mRNA chiamato BNT162b2, differente dal 

precedente in quanto nella nanoparticella liposolubile viene incapsulata l’intera 

sequenza dell’mRNA del gene che codifica per la proteina S del virus. I trials clinici 

hanno dimostrato che entrambi i vaccini inducevano un elevato titolo di anticorpi 

neutralizzanti, addirittura superiore a quello dei soggetti che avevano contratto 

l’infezione naturale. Sebbene entrambi i vaccini avessero la stessa capacità di 

indurre un elevato titolo anticorpale, BNT162b2 generava delle reazioni avverse 

più lievi e sembrava essere più efficace anche sulle persone più anziane. Entrambi 

i vaccini sono entrati nella fase 2 di sperimentazione ma nella fase 3, che ha 

coinvolto 44.000 persone negli USA, Argentina, Brasile, Sud-Africa e Turchia, 

solamente BNT162b2 è risultato efficace [71, 72]. Il 9 novembre 2020 Pfizer ha 

pubblicato i risultati della fase 3 di sperimentazione del vaccino: i soggetti riceventi 

due dosi di BNT162b2 a distanza di 21 giorni hanno dimostrato un rischio di 

contrarre l’infezione sintomatica da COVID-19 ridotto del 95% (8 casi su 18.198 

mostravano i sintomi di COVID-19) se confrontati con i soggetti riceventi una dose 

placebo (162 casi su 18.325 avevano sintomi di COVID-19), senza mostrare alcuna 

reazione avversa grave. Le reazioni avverse osservate più frequentemente (più di 1 

persona su 10) nei trials clinici del vaccino Comirnaty sono state di entità lieve o 

moderata, come dolore e gonfiore nel sito di iniezione, stanchezza, mal di testa, 

dolore ai muscoli e alle articolazioni, brividi e febbre, e si sono risolte dopo pochi 
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giorni dalla somministrazione. Arrossamento nel sito di iniezione e nausea si sono 

verificati in meno di 1 persona su 10. Prurito nel sito di iniezione, dolore agli arti, 

ingrossamento dei linfonodi, difficoltà ad addormentarsi e sensazione di malessere 

sono stati invece effetti avversi non comuni, che hanno interessato meno di 1 

persona su 100. Le reazioni sistemiche avverse sono state più frequenti e 

pronunciate dopo la seconda dose.  

In Italia, Comirnaty è stato il primo vaccino ad essere autorizzato il 22 dicembre 

2020 per i soggetti di età pari o superiore a 16 anni e le somministrazioni sono 

iniziate il 27 dicembre 2020. Da maggio 2021, il vaccino Comirnaty è stato 

autorizzato anche per la fascia di età compresa tra i 12 e i 15 anni [73]. Il 24 

novembre 2021 l’Agenzia Europea del Farmaco (EMA) ha approvato l’indicazione 

del vaccino Comirnaty anti-SARS-CoV-2 per i bambini tra 5 e 11 anni, 

raccomandazione confermata anche dall'AIFA il 1° dicembre 2021.  

 

Figura 9. Meccanismo d'azione del vaccino Pfizer mRNA BNT162b2 [74]. 
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Il 7 gennaio 2021, l’AIFA ha autorizzato in Italia l’uso di un secondo vaccino 

prodotto dalla ditta Moderna e denominato Spikevax mRNA-1273 basato sullo 

stesso principio del vaccino Pfizer (mRNA contenente la sequenza della proteina S, 

incapsulato in vescicole lipidiche).  Il vaccino di Moderna è stato destinato alle 

persone di età maggiore o uguale a 18 anni e il ciclo vaccinale completo prevedeva 

due dosi a distanza di 28 giorni una dall’altra.  

 

Patologie autoimmuni e COVID-19 

Le malattie reumatiche autoimmuni (ARD) sono un ampio gruppo di disturbi che 

colpiscono principalmente le articolazioni, le ossa, i muscoli e il tessuto connettivo 

e che interessano circa il 3-5% della popolazione occidentale [75, 76]. 

La gestione ottimale delle ARD richiede terapie che comportano immuno-

modulazione e immunosoppressione. Tra le principali terapie utilizzate per il 

trattamento di questi disturbi possiamo citare: Tocilizumab (TCZ), Rituximab 

(RTX), le immunoglobuline somministrate per via endovenosa (IVIG) e Abatacept 

(ABA). 

 

TOCILIZUMAB 

TCZ è un anticorpo monoclonale ricombinante dell’immunoglobulina (Ig) G1 

umanizzata che inibisce il legame dell’IL-6 a IL-6R sia quando si trova in forma 

solubile sia quando legato alla membrana. Questo farmaco è stato approvato dalla 

Food and Drug Administration (FDA) per il trattamento dell'artrite reumatoide 

grave, dell'artrite idiopatica giovanile sistemica, dell'arterite a cellule giganti e, più 
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recentemente, per la sindrome da rilascio di citochine che si verifica dopo la terapia 

con cellule CAR-T. 

 

RITUXIMAB  

RTX è un anticorpo di sintesi, molto simile per struttura agli anticorpi che il nostro 

sistema immunitario produce normalmente per contrastare le infezioni. RTX ha 

come bersaglio l’antigene CD20, una proteina che si trova normalmente sulla 

superficie dei linfociti B. Il rituximab è definito anticorpo chimerico in quanto è 

costituito da una parte di origine umana e da una parte di origine murina che lega il 

CD20.  

RTX agisce legandosi ai linfociti B provocandone la distruzione, così come avviene 

nel nostro organismo quando gli anticorpi prodotti naturalmente dall’infezione 

interagiscono con batteri o virus. Per queste sue caratteristiche, questo farmaco 

nasce e trova la sua principale applicazione nel trattamento dei tumori del sistema 

linfatico (linfomi) che originano dai linfociti B. 

 

IMMUNOGLOBULINE PER USO ENDOVENOSO (IVIG) 

Le IVIG sono utilizzate nel trattamento di numerose condizioni patologiche. 

Vengono preparate a partire dal plasma raccolto da diverse migliaia di donatori. Le 

immunoglobuline prodotte per uso terapeutico consistono principalmente di IgG 

polivalenti. Il trattamento sostitutivo con IgG è la terapia standard per i deficit 

primitivi di anticorpi (PAD) ed ha lo scopo di sopperire alla mancanza di anticorpi 

naturali aiutando l’organismo a difendersi dalle infezioni. 
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ABATACEPT 

ABA è una proteina di fusione (prodotta mediante tecnologia del DNA 

ricombinante) che, modulando un segnale chiave di co-stimolazione necessario per 

la completa attivazione dei linfociti T, riduce la proliferazione degli stessi e la 

produzione di citochine infiammatorie responsabili della sinovite e di altre 

manifestazioni dell’artrite reumatoide [77]. 

 

È stato dimostrato come i soggetti sottoposti a terapia immunosoppressiva, abbiano 

un aumentato rischio di contrarre l’infezione da SARS-CoV-2. In questi pazienti, 

la risposta anticorpale evocata dalla vaccinazione potrebbe risultare compromessa 

dalla terapia immunosoppressiva. Nonostante ciò, molteplici organizzazioni 

reumatologiche, tra cui l'American College of Rheumatology, la European League 

Against Rheumatism (EULAR), la British Society of Rheumatology e la Canadian 

Rheumatology Association, incoraggiano la somministrazione del vaccino anti-

SARS-CoV-2 ai pazienti con ARD indipendentemente dal regime terapeutico o 

dalla diagnosi iniziale [78, 79]. 
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Obiettivi 

Ad oggi, gli studi clinici relativi al vaccino anti-SARS-CoV-2 hanno escluso i 

soggetti riceventi terapie immunosoppressive, in quanto solitamente considerati 

poco responsivi ai vaccini [80, 81]. In realtà, la loro risposta immunitaria può 

variare indipendentemente dai trattamenti terapeutici utilizzati. Per esempio, in 

pazienti trattati con rituximab è stata osservata un’alterata risposta umorale a 

seguito di vaccinazione antinfluenzale e anti-pneumococcica [81, 82, 83, 84]. 

Fino ad ora, i dati relativi a pazienti aventi patologie autoimmuni e vaccinati con 

vaccino anti-SARS-CoV-2 non sono definitivi. Vi è, infatti, un urgente bisogno di 

comprendere l’impatto delle terapie immunosoppressive sull’efficacia dei vaccini 

anti-SARS-CoV-2 al fine di ottenere informazioni utili per la pratica clinica.  

La vaccinazione anti-SARS-CoV-2 induce la produzione di anticorpi neutralizzanti 

specifici per la proteina S di SARS-CoV-2 [85]. Tuttavia, la durata di tale 

protezione umorale non è chiara, in quanto numerosi studi hanno dimostrato un calo 

dei livelli di anticorpi anti-S nel tempo [86]. Al contrario, diversi autori hanno 

evidenziato una potente risposta cellulo-mediata dei linfociti T sia immediata che a 

lungo termine in soggetti vaccinati [87, 88] [89, 90]. È stato infatti dimostrato come 

la guarigione da COVID-19 sia spesso associata alla comparsa di cellule T CD4+ e 

CD8+ reattive [91] mentre le forme più gravi di COVID-19 correlano con linfopenia 

delle cellule T periferiche [92]. Inoltre, un recente studio ha dimostrato come le 

varianti B.1.1.7 e B.1.351 di SARS-CoV-2 sono in grado di evadere parzialmente 

l’immunità umorale, senza però influenzare quella cellulo-mediata [93].  In 

aggiunta, Kalimuddin e colleghi hanno dimostrato come una risposta precoce delle 
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cellule T nei soggetti vaccinati svolge un ruolo centrale nel generare un’efficace 

protezione contro COVID-19 [94]. 

L’obiettivo del presente studio è stato quindi quello di valutare l’entità della risposta 

immunitaria, sia cellulare che umorale, in una coorte di soggetti affetti da patologie 

reumatologiche, trattati con farmaci immunosoppressori e sottoposti a vaccinazione 

con vaccino a mRNA anti SARS-CoV-2 (Pfizer BNT162b2). I pazienti reclutati nel 

nostro studio non hanno mai contratto l’infezione da SARS-CoV-2 prima di 

sottoporsi al completo ciclo vaccinale.  
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Materiali e metodi 

Casistica 

Per questo studio sono stati, inizialmente, reclutati 40 pazienti dall’Unità di 

Reumatologia e Immunologia Clinica, dell’A.O. Spedali Civili di Brescia, di cui 36 

affetti da RDs autoimmuni e 4 da immunodeficienza comune variabile (CVID). 

Come gruppo di controllo (HC) sono stati reclutati 12 soggetti che non 

presentavano nessuna patologia autoimmune. 

Poichè una precedente infezione da SARS-CoV-2 avrebbe potuto influenzare la 

risposta umorale e cellulo-mediata evocata dalla vaccinazione, è stato valutato in 

tutti i soggetti reclutati nello studio il titolo degli anticorpi diretti contro la proteina 

del nucleocapside di SARS-CoV-2. Sulla base dei dati ottenuti, due pazienti con 

patologia autoimmune e un soggetto del gruppo di controllo sono stati esclusi dallo 

studio.  

Quindi, la coorte considerata in questo lavoro era infine composta da 38 pazienti 

adulti sottoposti a terapia immunosoppressiva (età  18 anni) e da 11 HC selezionati 

in modo paragonabile per sesso ed età ai pazienti con patologia autoimmune 

considerati. Ventiquattro pazienti erano affetti da artrite reumatoide sieropositiva 

(RA), caratterizzata in 13 casi sia dalla presenza del fattore reumatoide (FR+) che 

degli anticorpi anti-proteine citrullinate (ACPA+); i restanti 11 pazienti erano 

caratterizzati, invece, da singola positività a FR o ACPA; 4 pazienti erano affetti da 

CVID e mostravano livelli di IgG pari a 500 mg/dL prima della vaccinazione; 4 

pazienti erano affetti da vasculite sistemica (SV), di cui 2 presentavano anticorpi 

anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA). Tre pazienti erano affetti da miosite 
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infiammatoria idiopatica (MII), con presenza di anticorpi anti-SRP, anti-PL12, anti-

Ro52 (2 casi) ed anti-Ku (1 caso); 2 pazienti affetti da sclerosi sistemica (SSc), 

ognuno dei quali caratterizzato dalla presenza di anticorpi anti-centromeri e anti-

topoisomerasi I; 1 paziente era affetto da lupus eritematoso sistemico (LES) e 

caratterizzato da anticorpi anti-nucleo (ANA), ma non da anticorpi anti-dsDNA.  

Le caratteristiche cliniche dei pazienti coinvolti e dei controlli sani sono riportate 

nella Tabella 1.  

 

Tabella 1. Caratteristiche cliniche dei pazienti (38) e dei controlli sani (11). 

 

Tutti i pazienti con RDs sono stati trattati con terapia corticosteroidea cronica, 

trattamento immunosoppressivo e/o con farmaci biologici; in particolare, 14 
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pazienti sono stati trattati con ABA, 10 con RTX e 10 con TCZ. ABA, RTX e TCZ 

sono farmaci approvati per casi di RA grave e sono raccomandati per il trattamento 

di tale patologia [95]. I pazienti affetti da CVID sono stati sottoposti ad infusioni 

mensili di immunoglobuline (IVIG), somministrate come supplemento. Le 

caratteristiche demografiche e cliniche tra il gruppo dei pazienti e il gruppo di 

controllo non presentavano differenze significative per sesso, età, durata della 

patologia e trattamento con i diversi farmaci (tabella 2). 

 

Tabella 2. Caratteristiche cliniche dei diversi gruppi. 

 

Tutti i soggetti reclutati per questo studio hanno ricevuto il vaccino PFIZER mRNA 

BNT162b2 (Comirnaty) e la loro risposta umorale e cellulo-mediata verso SARS-

CoV-2 è stata valutata dopo il completamento del ciclo vaccinale.  

Nel dettaglio, le due dosi previste dal ciclo vaccinale completo sono state 

somministrate ai pazienti trattati con ABA dopo 4.9 settimane dalla 

somministrazione dell’ultimo trattamento con il farmaco, nei pazienti trattati con 

RTX, il vaccino è stato somministrato dopo 6 mesi dall’ultima infusione, mentre i 

pazienti trattati con TCZ si sono sottoposti al ciclo vaccinale dopo 15 giorni 

dall’ultima somministrazione del farmaco, secondo le raccomandazioni 

dell’European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) e 
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dell’American College of Rheumatology (ACR). Il numero medio di giorni tra 

l’ultimo trattamento con il farmaco e la raccolta del campione dopo la 

somministrazione della seconda dose di vaccino risultava essere pari a 29 giorni per 

il trattamento con ABA, 21 per quello con TCZ e 251 per RTX. Per quanto riguarda 

i controlli, invece, il numero medio di giorni trascorsi tra la somministrazione della 

seconda dose vaccinale e la raccolta del campione ematico è stato pari a 60 giorni.  

I campioni ematici di 36 pazienti sono stati ulteriormente raccolti a seguito della 

somministrazione della terza dose di vaccino anti-SARS-CoV-2; 2 pazienti sui 38 

totali non hanno ricevuto la terza dose, nel primo caso a causa di un rifiuto da parte 

del soggetto di sottoporsi alla somministrazione della dose “booster”, nel secondo 

caso per decesso del paziente. I campioni ematici dopo il completamento del ciclo 

vaccinale sono stati raccolti nel periodo compreso tra giugno e luglio 2021, mentre 

quelli dopo la somministrazione della terza dose sono stati raccolti nel periodo 

compreso tra dicembre 2021 e gennaio 2022.  

Studio della risposta anticorpale evocata dal vaccino Comirnaty  

La quantificazione degli anticorpi totali (IgA, IgM e IgG) verso le proteine virali S 

e N di SARS-CoV-2 è stata eseguita mediante immuno-dosaggio ad elettro-

chemiluminescenza con metodica Elecsys anti-SARS-CoV-2. I campioni di siero 

sono stati valutati sull’analizzatore Roche Cobas secondo il protocollo fornito dal 

produttore. I risultati sono stati calcolati automaticamente in U/mL sotto forma di 

indice di cutoff (COI), con valori < 0.80 e < 1.0 considerati negativi e con valori   

0.80 e  1.0 U/mL considerati come positivi per gli anticorpi diretti rispettivamente 

verso le proteine virali S e N di SARS-CoV-2. 
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Studio della risposta cellulo-mediata 

La risposta cellulo-mediata dei linfociti T è stata valutata mediante saggio 

QuantiFERON, un test che misura il rilascio dell’interferone- (Interferone- 

Release Assay, IGRA). Questo test si basa sulla stimolazione in vitro dei linfociti 

T CD4+ o CD4+-CD8+ nel sangue intero eparinizzato con una combinazione di 

antigeni specifici della proteina S di SARS-CoV-2 (Ag1 e Ag2), cui segue la 

misurazione della produzione di IFN- mediante saggio immunoenzimatico in fase 

solida (ELISA).  

In particolare, sono stati utilizzati 2 tubi di QuantiFERON SARS-CoV-2 Starter Set 

per il prelievo del campione ematico, denominati Ag1 e Ag2. Il tubo QuantiFERON 

SARS-CoV-2 Ag1 contiene epitopi derivati dalla subunità S1 della proteina S, che 

possono essere presentati solo a linfociti T CD4+, mentre il tubo Ag2 contiene una 

combinazione di epitopi derivati dalle subunità S1 e S2, che possono essere 

presentati sia ai linfociti T CD4+ che ai CD8+; il test è corredato, inoltre, di provette 

utilizzate come controllo negativo (Nil) e positivo (mitogeni). La subunità S1 è stata 

utilizzata per ridurre il più possibile le risposte aspecifiche ad altri Coronavirus [91]. 

Infatti, la porzione S2 della proteina S rappresenta la regione più conservata di 

SARS-CoV-2 ed è molto simile in tutti i Coronavirus; questa omologia conferisce 

a tale subunità la capacità di generare risposte aspecifiche ad altri Coronavirus a cui 

i pazienti possono essere stati esposti in passato. I tubi contenenti i campioni ematici 

sono stati incubati a 37°C per 16-24 ore ed in seguito centrifugati per 15 minuti a 

2500g così da poter raccogliere il plasma. Il plasma recuperato dai campioni 

stimolati è stato utilizzato per la rilevazione di IFN- utilizzando l’analizzatore 
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automatico Personal LAB ELISA. I campioni sono stati trattati secondo le istruzioni 

del produttore. I valori finali di IFN- (UI/mL) sono stati ricavati sottraendo il 

valore Nil dai dati ottenuti, così da evitare risultati aspecifici. La risposta positiva è 

stata definita per un valore di cutoff  0.15 UI/mL.  

 

Figura 10: QuantiFERON test. 

 

Isolamento di cellule mononucleate del sangue periferico (PBMCs) dei pazienti 

Il campione di sangue intero dei soggetti sottoposti allo studio, è stato raccolto in 

tubi BD Vacutainer Plus Plastic Whole Blood utilizzando l’eparina come 

anticoagulante [96]. Per ottenere i PBMCs, il campione è stato “stratificato” su 

Ficoll-HyPaque Lymphocyte e centrifugato secondo gradiente di densità.  
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Figura 11: Separazione dei PBMCs mediante Ficoll. 

Le cellule isolate sono state poi lavate in tampone fosfato salino (PBS) e seminate 

in piastre da 96 pozzetti con fondo a U ad una densità di 1x106 cellule/pozzetto e 

coltivati in terreno RPMI contenente 60 mg/L di penicillina, 12.5 mg/L di 

streptomicina e 10% di siero fetale bovino (FBS), precedentemente inattivato a 

56°C. 

Induzione di PBMCs SARS-CoV-2-specifici  

Per ottenere PBMCs SARS-CoV-2-specifici, 1x106 di cellula isolate da ogni 

paziente sono state stimolate con 1 µg/mL di un “pool” di peptidi con lunghezza 

media pari a 15 aminoacidi sintetizzati sull’intero dominio N-terminale della 

subunità S1 di SARS-CoV-2. Due ore dopo l’aggiunta del “pool” di peptidi, ai 

PBMCs sono stati aggiunti 1 µg/mL di brefeldina A e 1 µg/mL di monensina. 

Ventiquattro ore dopo il trattamento, i PBMCs così ottenuti sono stati risospesi in 

terreno completo ed è stata analizzata l’espressione citochinica intracitoplasmatica 

mediante citometria a flusso.  
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Analisi citofluorimetrica della produzione citochinica intracitoplasmatica di 

PBMCs SARS-CoV-2-specifici 

I PBMCs ottenuti dai pazienti e stimolati come descritto precedentemente, sono 

stati lavati con PBS e colorati con LIVE/DEAD BD Fixable Viability Stain 70 per 

10 minuti a 4°C per determinarne la vitalità. Dopo un lavaggio con PBS, le cellule 

sono state trattate con FcR blocking reagent a 4°C per 10 minuti e colorate con una 

combinazione appropriata di anticorpi per la marcatura delle diverse 

sottopopolazioni cellulari. Nel dettaglio, le cellule sono state incubate con una 

miscela di anticorpi anti-CD3, CD4 e CD8 diluiti in 50 µL di tampone Brilliant 

Stain ed incubati per 15 minuti a temperatura ambiente. Successivamente, le cellule 

sono state lavate con PBS e fissate con 100 µl di tampone A (fissante). Trascorso il 

tempo di fissazione, le cellule sono state lavate in PBS ed incubate con una miscela 

contenente anticorpi specifici anti-IL-2, anti-IL-17, anti-IFN-, anti-CD40L e anti-

CD137 diluiti in 100 µl di tampone B (permeabilizzante), per la marcatura 

intracitoplasmatica delle citochine. Le cellule sono state quindi lavate con PBS, 

acquisite mediante citofluorimetro BD FACSCelesta ed analizzate attraverso il 

software FloJo. In tutte le analisi citofluorimetriche sono stati acquisiti fra i 50x104 

ed i 1x105 eventi nel gate dei linfociti CD3.  

Analisi citofluorimetrica della produzione di chemochine da parte di linfociti 

T ottenute dai campioni sottoposti al QuantiFERON test 

Sui campioni precedentemente sottoposti al saggio del QuantiFERON, sono stati 

analizzati i livelli di chemochine prodotte da linfociti T in risposta alla stimolazione 

con peptidi specifici per SARS-CoV-2. Il dosaggio è stato effettuato mediante l’uso 

di “cytometric bead array method” (CBA) utilizzando lo Human Chemokine Kit, 
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seguendo le istruzioni del produttore, che permette l’analisi simultanea di differenti 

citochine. In particolare, sono state quantificate le seguenti citochine: CXCL10 (IP-

10), CXCL8 (IL-8), CXCL9 (MIG), CCL5 (RANTES) e CCL2 (MCP-1).  

In seguito, i campioni sono stati acquisiti sul citofluorimetro BD FACSCelesta Cell 

ed analizzati con il software FCAP v3; la percentuale di cellule non stimolate è stata 

sottratta dalla percentuale di cellule stimolate per ogni coppia di campioni. 

 

Figure 12: Cytometric Bead Array method (CBA). 

Analisi del “repertoire” di cellule T specifiche 

La specificità dei linfociti T CD4+ o CD8+ nei confronti della proteina S di SARS-

CoV-2 è stata valutata mediante citometria a flusso. Sulla base di recenti studi 

riportati in letteratura [53, 91], è stata studiata l’espressione di CD40L, CD137, 

come marcatori di attivazione precoce dei linfociti T, ed IL-2, IFN- ed IL-17 come 

citochine intracellulari. 

Analisi del subset dei linfociti T 

Il sangue fresco intero (200 µl) ottenuto dai pazienti è stato colorato per l’analisi 

dell’immuno-fenotipo dei linfociti T. Dopo la colorazione con LIVE/DEAD (vedi 
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sopra), i campioni di sangue sono stati colorati con la seguente combinazione di 

anticorpi monoclonali: anti-CCR7, anti-CD4, anti-CD28, anti-CD8, anti-CD95, 

anti-CD45RO e anti-CD3 diluiti in 50 l di brilliant stain buffer per 15 minuti. I 

campioni sono stati poi lisati e fissati in buffer “Fix and Lyse” per 15 minuti a 

temperatura ambiente. Dopo essere stati lavati, sono stati acquisiti mediante 

analizzatore BD FACSCelesta. I dati ottenuti sono stati analizzati mediante 

software FlowJo versione 10.0 (Tree Star Inc.). In tutte le analisi citofluorimetriche 

sono stati acquisiti non meno di 1x104 eventi nel gate dei linfociti CD3. 

Analisi statistica 

La dimensione del campione è stata calcolata mediante il software Epi Info versione 

7 ed inclusa nello studio approvato dal comitato etico locale. Sono stati coinvolti 

37 soggetti in relazione all’obiettivo primario, considerando una prevalenza globale 

di patologie reumatiche pari al 2,5%, ipotizzando una popolazione di dimensioni 

potenzialmente infinite, un margine di errore accettabile del 5% ed un intervallo di 

confidenza del 95%. I dati sono stati ottenuti da molteplici esperimenti 

indipendenti, in modo da garantire la riproducibilità dei risultati ed espressi come 

media  deviazioni standard (DS) nel testo e come mediana con intervallo 

interquartile (IQR) nelle figure. Per confrontare le variabili continue dei gruppi 

indipendenti sono stati utilizzati il test t di Student ed il test U di Mann-Whitney. 

Le relazioni tra le variabili dipendenti continue, Y, e 2 gruppi come variabili 

indipendenti, X, sono state analizzate confrontando coppie linearmente 

indipendenti e l’analisi è stata basata sul Modello Generale Lineare Multivariato.  
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È stato considerato significativo un p value < 0.05. L’analisi statistica è stata 

eseguita utilizzando il software IBM-SPSS versione 26.0.1. 
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Risultati 

Valutazione della risposta anticorpale (o umorale) evocata dal 

vaccino Comirnaty 

Dall’analisi del titolo anticorpale anti-proteina N di SARS-CoV-2, tutti i 38 pazienti 

reclutati nel presente studio hanno dimostrato di non aver contratto l’infezione 

naturale da SARS-CoV-2 prima di ricevere il vaccino Comirnaty. Come riportato 

nel grafico ed in tabella, non sono state riscontrate differenze significative nei titoli 

anticorpali tra i diversi gruppi di pazienti e tra gli individui sani di controllo. (figura 

13 o tabella 3) 

 

Figura 13. Titoli anticorpali della proteina N di SARS-CoV-2. 

L’analisi dei livelli di anticorpi neutralizzanti totali anti-S ha mostrato una forte 

risposta anticorpale diretta verso la proteina S di SARS-CoV-2 dopo la 

somministrazione della seconda dose di vaccino nel gruppo HC (figura 14). Nei 

gruppi di pazienti trattati con TCZ, RTX e IVIG, il titolo anticorpale era 
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leggermente inferiore a quello del gruppo HC, seppur in modo non significativo 

(figura 14). Tutti i pazienti trattati con TCZ e IVIG hanno generato una risposta 

umorale, mentre nel gruppo dei pazienti trattati con RTX il tasso di 

sieroconversione è risultato essere pari al 70%. Al contrario, i pazienti trattati con 

ABA hanno mostrato un titolo anticorpale significativamente più basso rispetto al 

gruppo controllo HC (figura 14). Inoltre, il 7% di questi pazienti (1/14) non ha 

generato alcuna risposta anticorpale anti-S.  

 

Figura 14. Analisi dei livelli di anticorpi neutralizzanti totali anti-S. 

I risultati ottenuti hanno mostrato come solo i pazienti trattati con ABA 

presentavano livelli di anticorpi anti-S, evocati dalla vaccinazione anti-SARS-CoV-

2, significativamente ridotti rispetto al gruppo di controllo. Al contrario, pazienti 

trattati con TCZ, RTX e IVIG, non presentavano differenze nel titolo anticorpale se 

confrontati con il gruppo dei soggetti sani (Figura 14 o tabella 3). 
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Tabella 3: Media dei valori degli anticorpi neutralizzanti totali anti-N e anti-S di SARS-

CoV-2. 

 

Valutazione della risposta cellulo-mediata  

La risposta immunitaria cellulo-mediata dei soggetti sottoposti al ciclo vaccinale 

completo è stata analizzata valutando il rilascio di IFN- da parte dei linfociti T 

stimolati con due “pool” diversi di peptidi, denominati Ag1 e Ag2, derivati dalla 

proteina S di SARS-CoV-2. 

Come mostrato nella figura 15, pannelli A e B, il gruppo HC ha mostrato una 

risposta specifica delle cellule T CD4+ e CD4+-CD8+ in risposta ai peptidi Ag1 e 

Ag2 di SARS-CoV-2 con secrezione di alti livelli di IFN- (rispettivamente, 0.9  

0.66 e 1.48  1.03 UI/mL). I pazienti trattati con ABA, invece, hanno mostrato una 

secrezione di IFN- da parte delle cellule T CD4+ (0.38  1.1 UI/mL, figura 15, 

pannello A) e CD4+-CD8+ (0.5  1.07 UI/mL, figura 15, pannello B) 

significativamente ridotta se confrontata con il gruppo di controllo (rispettivamente, 

p=0.0016 e p=0.0078). Il gruppo di pazienti trattato con ABA ha mostrato, inoltre, 

una ridotta risposta cellulo-mediata, seppure non significativa, delle cellule T CD4+, 

rispetto al gruppo di pazienti trattati con TCZ (1.88  2.44 UI/mL; p=0.066) (figura 
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15, pannello A). Infatti, solo il 29% dei pazienti trattati con ABA ha mostrato la 

capacità di sviluppare una risposta cellulo-mediata nei confronti dei peptidi di 

SARS-CoV-2. Al contrario, i soggetti trattati con TCZ, RTX e IVIG hanno mostrato 

una risposta cellulo-mediata dei linfociti CD4+ e CD4+-CD8+, paragonabile a quella 

osservata nel gruppo di controllo (figura 12 A e B).  

Complessivamente, questi risultati hanno evidenziato la ridotta capacità dei pazienti 

trattati con ABA di attivare una risposta cellulo-mediata con rilascio di IFN- in 

risposta alla stimolazione delle cellule T con i peptidi di SARS-CoV-2, rispetto al 

gruppo di controllo e ai pazienti trattati con gli altri farmaci immunosoppressivi.  

 

Valutazione delle diverse sottopopolazioni delle cellule T  

Dalle analisi eseguite sulle sottopopolazioni di linfociti T isolati dagli individui 

inclusi nello studio, il numero di linfociti T CD4+ e CD8+ e la quantità di cellule 

naïve, cellule della memoria, cellule differenziate, cellule differenziate terminali e 

della memoria staminale (calcolate come percentuali sul totale delle cellule 

parentali) non variavano significativamente tra i diversi gruppi (dati non mostrati).  

Al contrario, è stata osservata una riduzione significativa della sottopopolazione di 

cellule T CD8+ effettrici della memoria (CD8+ Tem) sia nei pazienti trattati con 

ABA (27.41%  10.23%) che in quelli trattati con TCZ (22.93%  13.70%), rispetto 

al gruppo di controllo (38.77%  10.72%; rispettivamente, p=0.0109 e p=0.0122) 

(figura 15, pannello C).  
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Figura 15. (A-B) Analisi della risposta cellulo-mediata indotta dai peptidi Ag1 e Ag2 

derivati dalla proteina S di SARS-CoV-2, (C) analisi della sottopopolazione di cellule 

CD8+ TEM. 

 

Inoltre, nei gruppi trattati con ABA è stato osservato una minore percentuale della 

sottopopolazione CD4+ TEM rispetto al gruppo controllo HC, senza però mostrare 

differenze statisticamente significative (p=0.1468) (figura 16, pannello A). Non è 

stata osservata, invece, alcuna differenza nel rapporto CD4+/CD8+ e nella 

percentuale di CD3+ tra le diverse coorti (figura 16, pannelli B e C).  
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Figura 16. (A) analisi della sottopopolazione di cellule T CD4+ effettrici della memoria. 

(B) rapporto CD4+/CD8+; (C) tasso di CD3+. 

 

In conclusione, l’analisi delle sottopopolazioni delle cellule T ha evidenziato una 

riduzione significativa delle cellule CD8+ TEM nei pazienti trattati con ABA e 

TCZ, rispetto al gruppo di controllo.  

 

Analisi del profilo chemochinico di linfociti T SARS-CoV-2-

specifici 

Per analizzare in modo approfondito la risposta cellulo-mediata in seguito alla 

somministrazione del vaccino anti-SARS-CoV-2, abbiamo valutato, sullo stesso 

campione utilizzato per il saggio QuantiFERON, le principali chemochine la cui 

espressione è noto essere aumentata in risposta alla stimolazione con peptidi 

specifici, Ag1 e Ag2, contro la proteina S di SARS-CoV-2. Nel dettaglio, sono state 

valutate le seguenti chemochine: MIG (CXCL9) e IP-10 (CXCL10), chemochine 

indotte da IFN-; MCP-1 (CCL2) e IL-8 (CXCL8), chemochine derivate dai 

monociti; e CCL5 (RANTES) come chemochina coinvolta nella risposta 

infiammatoria.  
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I dati ottenuti hanno mostrato come i soggetti trattati con ABA presentino livelli 

plasmatici più bassi di CXCL10 rispetto al gruppo controllo, sia nei campioni 

stimolati con Ag1 (2687  5333 pg/mL vs 6454  6649 pg/mL; p=0.0048) che con 

Ag2 (3273  4830 pg/mL vs 8466  7311 pg/mL; p=0.0079) (figura 17, pannello 

A). Per quanto riguarda la produzione di CXCL9, abbiamo rilevato livelli 

significativamente ridotti nei pazienti trattati con ABA rispetto al gruppo HC sia in 

seguito a stimolazione con Ag1 (403.0  650.1 pg/mL vs 2182  2132 pg/mL; 

p=0.0011) che con Ag2 (532.8  714.9 pg/mL vs 2989  2665 pg/mL; p=0.0006) 

(figura 17, pannello B). Al contrario, i livelli plasmatici di MCP-1 (CCL2) e IL-8 

(CXCL8) non variavano significativamente tra i diversi gruppi (dati non mostrati).  

 

Figura 17. Analisi delle chemochine CXCL10 (A) e CXCL9 (B) studiate in risposta alla 

stimolazione con peptidi Ag1 e Ag2 nei diversi gruppi. 

 

Infine, i livelli di RANTES (CCL5) risultavano significativamente inferiori nei 

pazienti trattati con ABA rispetto al gruppo controllo HC solo nelle cellule non 

stimolate (16720  6901 pg/mL vs 22680  7652 pg/mL; p=0.020) ed in quelle 
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stimolate con Ag1 (20950  7413 pg/mL vs 27660  8502 pg/mL; p=0.0401). 

(figura 18).  

 

Figura 18. Analisi della chemochina CCL5 studiata in risposta alla stimolazione con 

peptidi Ag1 e Ag2 nei diversi gruppi. 

 

Come mostrato nella Tabella 4, l’analisi GLM multivariata ha confermato una 

correlazione diretta tra il trattamento con ABA e la riduzione di CXCL10 in cellule 

T stimolate con Ag2 (p=0.044), la riduzione di CXCL9 in cellule T stimolate con 

Ag1 (p=0.007) e con Ag2 (p=0.003), e la riduzione di IFN- in seguito a 

stimolazione delle cellule con Ag2 (p=0.031). 

 

Tabella 4. Confronto tra i gruppi trattati con ABA e i controlli sani per quanto riguarda i 

livelli di CXCL10, CXCL9 e IFN- dopo la stimolazione con Ag1 e Ag2. 
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Valutazione dell’aumento della produzione di chemochine tra 

cellule T non stimolate e stimolate con Ag1 e Ag2 

Come mostrato nella figura 19, in tutti i gruppi è stato osservato l’aumento, espresso 

come “fold increase”, dei livelli di chemochine tra cellule T non stimolate o 

stimolate con i peptidi Ag1 e Ag2.  

Sia i gruppi di pazienti trattati che il gruppo controllo, hanno mostrato un aumento 

significativo di CXCL10 e CXCL9 tra le cellule T non stimolate e quelle stimolate 

con Ag1, oltre che tra le cellule T non stimolate e quelle stimolate con Ag2 (figura 

19, pannelli A e B).  

Inoltre, in tutti i gruppi è stato osservato un aumento significativo anche di CCL2, 

CXCL8 e CCL5 nelle cellule T stimolate con Ag1 e con Ag2, rispetto alle cellule 

non stimolate (figura 19, pannelli C, D e E).  

 

Figura 19. Analisi della produzione di chemochine tra cellule T non stimolate e stimolate 

con Ag1 e Ag2. 
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Nei pazienti trattati con ABA è stato osservato il minore aumento di CXCL10 e 

CXCL9 in seguito a stimolazione con Ag1 e Ag2, rispetto al gruppo controllo HC 

(Tabella 6).  

 

Tabella 6. Confronto tra i gruppi trattati in fold increase (mediana) per quanto riguarda i 

livelli di CXCL10, CXCL9 dopo la stimolazione con Ag1 e Ag2. 

 

In conclusione, anche se i pazienti trattati con ABA hanno mostrato una minore 

produzione di chemochine indotte da IFN-, come CXCL9 e CXCL10, rispetto al 

gruppo di controllo, essi hanno mantenuto la capacità di incrementare la produzione 

di tali chemochine in seguito a stimolazione con peptidi derivati dalla proteina S, 

Ag1 e Ag2.   

Analisi del “repertoire” di cellule T SARS-CoV-2 specifiche 

Infine, per verificare se nei soggetti vaccinati fossero presenti cloni di linfociti T 

SARS-CoV-2-specifici, abbiamo stimolato con il peptide specifico della subunità 

S1 di SARS-CoV-2 i PBMCs dei pazienti e dei controlli, e abbiamo valutato 

l’espressione di alcuni marcatori specifici di attivazione dei linfociti T quali 

CD40L, CD137, IL-2, IFN- e IL-17. Come mostrato nella Figura 20, pannelli A, 
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C, E, G, non è stata osservata alcuna differenza significativa nella percentuale di 

cellule T doppiamente positive CD40L/CD137, CD40L/IL-2, CD40L/IFN- e 

CD40L/IL-17 nei diversi gruppi sia dei pazienti che dei soggetti di controllo. 

Inoltre, l’analisi della percentuale delle popolazioni di CD4+ e CD8+ doppiamente 

positive per CD40L/CD137, CD40L/IL-2, CD40L/IFN- e CD40L/IL-17, ha 

mostrato una predominanza della sottopopolazione CD4+, mentre la 

sottopopolazione attivata CD8+ era molto bassa o addirittura assente in tutti i gruppi 

analizzati (Figura 20, pannelli B, D, F, H).  

 

Figura 20. Analisi dell’espressione di CD40L, CD137, IL-2, IFN- e IL-17 su cellule T 

CD4+ e CD8+ nei diversi gruppi dei soggetti analizzati. 
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In conclusione, la somministrazione del vaccino a mRNA anti-SARS-CoV-2, è 

stata in grado di indurre la formazione di cellule T CD4+ specifiche verso la proteina 

S di SARS-CoV-2 in tutti i pazienti trattati, se confrontati con il gruppo controllo 

HC, mentre la formazione di cloni CD8+ SARS-CoV-2 specifici è risultata bassa o 

addirittura assente sia nei soggetti sani che in quelli sottoposti a terapia 

immunosoppressiva.  

Effetti della terza dose di vaccino a mRNA anti-SARS-CoV-2 

Come mostrato nel grafico della figura 21, tutti i pazienti sottoposti allo studio 

hanno mostrato un titolo anticorpale verso la proteina N di SARS-CoV-2 inferiore 

a 0.8 U/ml, indicando che nessuno dei soggetti aveva contratto l’infezione naturale 

dopo la somministrazione della terza dose. 

 

Figura 21. Titoli anticorpali della proteina N di SARS-CoV-2 dopo la terza dose di 

vaccino. 

 

Sulla base di questo risultato, 36 soggetti sono stati inclusi in un ulteriore studio per 

valutare la risposta umorale e cellulo-mediata in risposta alla terza dose di vaccino 
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a mRNA Pfizer BNT162b2. Dopo la somministrazione della dose “booster”, 

abbiamo osservato un aumento significativo degli anticorpi anti-S nei pazienti 

trattati con ABA, se confrontati con il titolo anticorpale ottenuto dopo la seconda 

dose vaccinale (432.3  562.0 vs 2423  1896 UI/mL; p=0.0047). Inoltre, i gruppi 

di pazienti trattati con TCZ e IVIG hanno mostrato un titolo anticorpale più alto 

dopo la somministrazione della terza dose rispetto a quello ottenuto dopo la seconda 

dose, sebbene non statisticamente significativo. Al contrario, nei pazienti trattati 

con RTX, il titolo di anticorpi anti-S non è variato dopo la somministrazione della 

terza dose se confrontato con quello ottenuto dopo la seconda dose (Figura 22 

pannello A). 

In nessun gruppo di pazienti è stata osservata alcuna differenza nel rilascio di IFN-

 da parte delle cellule T in risposta alla stimolazione con Ag1 e Ag2 dopo la terza 

dose di vaccino (Figura 22 pannelli B e C). Inoltre, in tutti i gruppi analizzati, non 

è stata osservata alcuna differenza nella percentuale di cellule T CD4+ effettrici, nel 

rapporto tra CD4+/CD8+ e nella percentuale di CD3+ (Figura 18 pannelli B, C e D) 

così come, in nessun gruppo di pazienti risultava variata la percentuale di cellule T 

CD8+ della memoria dopo la somministrazione della terza dose se confrontati con i 

valori ottenuti dopo la seconda dose (Figura 22 pannello D).  
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Figura 19.  Confronto tra il titolo anticorpale anti-S (A), il rilascio di IFN- post 

stimolazione con pool di peptidi, Ag1 (B), Ag2 (C) e la sottopopolazione di cellule T CD8 

effettrici della memoria (D) nei diversi gruppi di pazienti dopo la somministrazione della 

seconda e della terza dose di vaccino  

 

Nel complesso, questi dati mostrano come, dopo la terza dose di vaccino anti-

SARS-CoV-2, i pazienti trattati con ABA, siano stati in grado di aumentare 

significativamente la risposta anticorpale verso la proteina S di SARS-CoV-2 

rispetto a quanto osservato dopo la seconda dose di vaccino. Tuttavia, questi 

pazienti non hanno sviluppato un’ulteriore risposta diretta verso SARS-CoV-2 delle 

cellule T, che è risultata paragonabile a quella ottenuta dopo la somministrazione 

della seconda dose di vaccino Comirnaty. 
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Discussione e conclusioni 

In questo studio abbiamo valutato la capacità dei pazienti affetti da RD 

autoimmune, trattati con differenti terapie immunosoppressive, e di pazienti affetti 

da CVID, trattati con IVIG, di generare una risposta immunitaria specifica sia 

umorale che cellulo-mediata, in seguito alla somministrazione di due o tre dosi del 

vaccino anti-SARS-CoV-2 a mRNA Pfizer BNT162b2.  

I risultati principali sono stati: (i) una ridotta risposta anti-S nei pazienti trattati con 

ABA, ripristinata dopo la terza dose vaccinale; (ii) una ridotta attivazione delle 

cellule T nei pazienti trattati con ABA, rappresentata da una riduzione di IFN- e 

chemochine (CXCL9 e CXCL10); (iii) una riduzione di cellule T CD8+ della 

memoria nei pazienti trattati con ABA; (iv) una significativa abilità dei pazienti 

trattati con ABA di sviluppare una risposta cellulo-mediata delle cellule T CD4+, se 

stimolate con antigene virale derivato dalla proteina S di SARS-CoV-2. 

Dai dati ottenuti in questo lavoro, è stato evidenziato come i pazienti trattati con 

ABA correlino con una ridotta capacità di produrre anticorpi anti-S in risposta al 

vaccino Pfizer BNT162b2, mentre i soggetti trattati con RTX e TCZ hanno mostrato 

un titolo anticorpale leggermente ridotto rispetto al gruppo controllo HC, ma con 

un’alta percentuale di sieroconversione pari, rispettivamente, al 70% ed al 100%. 

Questi dati sono in linea con i risultati di sieroconversione ottenuti in diversi lavori, 

in cui i pazienti trattati con TCZ hanno mostrato un’eccellente risposta anticorpale 

dopo la somministrazione del vaccino anti-SARS-CoV-2 (> 90%), mentre i pazienti 

trattati con ABA hanno mostrato una bassa percentuale di sieroconversione (< 70%) 

[97, 98, 99]. Diversi Autori hanno riportato una bassa percentuale di 
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sieroconversione, anche, in pazienti trattati con RTX [98, 99], mentre nel nostro 

caso questo farmaco non ha influenzato in modo significativo la risposta umorale, 

che è risultata paragonabile a quella del gruppo di controllo. Questi dati discrepanti 

potrebbero essere attribuibili al momento della vaccinazione ed al campionamento, 

essendo considerati aspetti critici per lo sviluppo della risposta anticorpale durante 

il trattamento con RTX [98, 99]. Nel nostro studio, la vaccinazione è stata effettuata 

dopo 6 mesi dall’ultimo trattamento con RTX ed il prelievo ematico è stato 

effettuato dopo 2 mesi dalla somministrazione della seconda dose di vaccino. Altri 

gruppi non hanno riportato se la terapia con RTX fosse stata interrotta o ritardata 

prima della vaccinazione e delle procedure di campionamento [98, 99]; tuttavia, il 

periodo tra l’esposizione all’RTX e la raccolta del campione sembrava essere più 

breve rispetto a quello previsto nella nostra coorte. Nel nostro studio, inoltre, 

abbiamo dimostrato come la terza dose di vaccino a mRNA anti-COVID-19 abbia 

migliorato significativamente la risposta immunitaria umorale nei pazienti trattati 

con ABA e con TCZ, come dimostrato dal forte aumento di anticorpi specifici anti-

S in questi pazienti. Tali dati confermano i risultati pubblicati in un recente lavoro, 

in cui è stato osservato un significativo aumento del titolo di anticorpi anti-S in 4 

pazienti trattati con ABA dopo la terza dose di vaccino [100].  Al contrario, la 

somministrazione della terza dose di vaccino in pazienti trattati con RTX non è 

riuscita ad indurre un aumento significativo del titolo di anticorpi anti-S, come 

dimostrato anche in altri lavori [101, 102]. 

Dopo due dosi di vaccino a mRNA anti-SARS-CoV-2, i pazienti trattati con ABA 

hanno mostrato una ridotta risposta cellulo-mediata mediata dei linfociti T CD4+ e 

CD4+/CD8+, con un ridotto rilascio di IFN- e di chemochine, come CXCL9 e 
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CXCL10. L’analisi GLM multivariata ha confermato una correlazione tra 

l’esposizione ad ABA e una ridotta produzione di CXCL9, CXCL10 e IFN-. 

Questa risposta compromessa delle cellule T rimane invariata anche dopo la terza 

dose di vaccino.  

Questi risultati, come previsto, sono in linea con gli effetti biologici di ABA. Infatti, 

ABA, un analogo dell’antigene 4 associato ai linfociti T (CTLA4) espresso sulle 

cellule T attivate, si comporta come una molecola immunomodulante negativa, 

inibendo la piena attivazione dei linfociti T [103, 102]; questo porta ad una ridotta 

sopravvivenza dei linfociti T, ad una ridotta espansione clonale, ad una ridotta 

produzione di citochine ed ad una minore cooperazione con i linfociti B [104, 105, 

106, 107, 108]. Tali effetti biologici possono indurre una selezione alterata delle 

cellule B ed una compromessa risposta immunitaria delle stesse, come dimostrato 

nel nostro studio ed in altri lavori [98, 99]. 

Inoltre, i nostri dati, mostrano un ridotto rilascio di IFN- ed una minore produzione 

di chemochine IFN--inducibili, in linea con studi precedenti nei quali è stato 

dimostrato come il trattamento con ABA sia in grado di influenzare direttamente i 

livelli di IFN- e di CXCL10 [109, 110, 111].   

Inoltre, poiché l’IFN- è noto per essere un potente induttore di CXCL10 [111], 

l’inibizione di IFN- da parte di ABA potrebbe indurre una minore produzione di 

chemochine correlate all’IFN-, con un possibile coinvolgimento di altre citochine 

infiammatorie, come IL-1 e TNF [112, 113, 114]. Nel nostro studio, i pazienti 

trattati con ABA hanno mostrato una significativa riduzione di altre chemochine 

infiammatorie, tra cui CCL2 e RANTES. Questi dati potrebbero essere spiegati 
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dall’effetto diretto del farmaco sui recettori CD80/CD86 dei monociti, che 

potrebbero influenzare il loro stato funzionale e la loro capacità di produrre 

citochine pro-infiammatorie, come TNF-, IL-1, IL-6, CXCL8 e CCL2 [115, 

116]. L’azione nel controllo dell’infiammazione sembra essere basata sulla 

funzione di “immunoblocco” delle vie effettrici dei monociti, portando così alla 

ridotta produzione di citochine pro-infiammatorie [116].   

I dati pubblicati sulla risposta specifica delle cellule T in seguito alla vaccinazione 

anti-SARS-CoV-2, hanno dimostrato una risposta cellulo-mediata dei linfociti T 

CD8+ fortemente stabile e specifica contro la proteina S di SARS-CoV-2 nei 

soggetti sani [117, 118]. In particolare, alti livelli di cellule T CD8+ effettrici 

specifiche sono stati rapidamente riscontrati dopo l’esposizione a diversi vaccini 

anti-SARS-CoV-2.  Gli stessi dati non sono stati osservati nel nostro gruppo 

controllo HC, forse a causa di una più lunga tempistica di campionamento effettuata 

nel nostro studio rispetto a quella considerata in altri lavori [117, 118]. Inoltre, nel 

nostro studio, i pazienti trattati con ABA e con TCZ hanno mostrato una 

significativa riduzione del tasso di cellule T CD8+ della memoria: questi dati 

probabilmente sono dovuti, rispettivamente, al noto effetto di ABA sulle cellule T 

dei pazienti affetti da RA [119] e alla riduzione della percentuale sia di cellule T 

naïve sia di cellule T CD8+ della memoria osservata durante il trattamento dei 

pazienti con TCZ [120]. 

Al contrario, il gruppo di pazienti trattati con RTX non ha mostrato alcuna 

differenza significativa nella generazione di una risposta effettrice da parte delle 

cellule T CD8+ della memoria in seguito alla vaccinazione, rispetto al gruppo 
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controllo HC; questi risultati sono in linea con il repertorio di sottopopolazioni di 

cellule T CD8+ osservato durante la terapia con RTX, descritto da altri gruppi [121]. 

Sebbene i pazienti trattati con ABA abbiano mostrato un’alterazione della risposta 

immunitaria umorale e della produzione di chemochine, hanno mantenuto la 

capacità di generare un repertorio di cellule T CD4+ specifico per la proteina S di 

SARS-CoV-2, come osservato negli altri gruppi analizzati. Tutti i pazienti ed il 

gruppo controllo HC hanno mostrato livelli più alti di CD4+ specifici attivati (in 

particolare, doppi positivi CD40L/CD137, CD40L/IL-2, CD40L/IFN-, 

CD40L/IL-17), rispetto ai livelli delle sottopopolazioni attivate di CD8+. Questi dati 

non sono in linea con quelli di altri autori, nei quali è stato evidenziato un rapido 

incremento delle cellule T CD8+ in risposta al vaccino anti-COVID-19 [118]. 

Tuttavia, la mobilitazione dei linfociti T CD8+ sembra rappresentare una fase molto 

precoce della risposta immunitaria evocata dalla vaccinazione anti-COVID-19 

(entro 1 o 2 settimane) [117, 118], seguita da un forte incremento di cellule T CD4+ 

e di cellule B [117]. Gli alti livelli di cellule T CD4+ attivate e quelli più bassi di 

CD8+ potrebbero rappresentare la situazione persistente nel momento successivo al 

campionamento, rispetto a quanto dimostrato da altri gruppi.  

Nei pazienti sottoposti a terapia immunosoppressiva, l’immunità cellulare indotta 

dal vaccino rappresenta un buon metodo per lo sviluppo della protezione 

immunitaria [122, 123, 124]. In effetti, è noto il ruolo cruciale che ha l’immunità 

cellulare nell’infezione da SARS-CoV-2, in quanto sono state identificate risposte 

CD4+ e CD8+ specifiche in individui sani guariti da COVID-19 ed in pazienti guariti 

dall’infezione ma affetti da agammaglobulinemia [125, 126]. 
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Il nostro lavoro è stato limitato dal basso numero di pazienti reclutati: la bassa 

numericità del nostro campione è giustificata dalla scelta di avere un accurato 

coordinamento tra i tempi di sospensione del farmaco, la somministrazione della 

prima e della seconda dose vaccinale e dalla rigorosa tempistica del 

campionamento. La dimensione limitata del nostro campione, paragonabile a quella 

analizzata da altri autori che hanno condotto studi simili, non ha permesso di trarre 

conclusioni generalizzate [99, 118, 121]. Tuttavia, questa limitazione potrebbe 

essere superata dall’esecuzione di esperimenti indipendenti che forniscano dati 

riproducibili e da diversi metodi statistici che dimostrino una diretta correlazione 

tra l’esposizione al farmaco ABA e la risposta immunitaria associata al rilascio di 

IFN.  

Mediante l’esecuzione di valutazioni cellulari estese in risposta alla vaccinazione 

anti-SARS-CoV-2 in pazienti cronicamente esposti a diverse terapie 

immunosoppressive, il nostro lavoro contribuisce a spiegare quali siano le risposte 

immunitarie. La conservata capacità di generare cloni di linfociti T CD4+ specifici 

per la proteina S di SARS-CoV-2 garantisce un’efficace protezione del vaccino 

verso il virus. Inoltre, dopo la somministrazione della terza dose di vaccino a 

mRNA anti-SARS-CoV-2, i pazienti trattati con ABA hanno mostrato la capacità 

di aumentare in maniera significativa la risposta anticorpale, nonostante abbiano 

mantenuto una ridotta risposta dei linfociti T CD8+ SARS-CoV-2 specifici. Tutti 

questi dati suggeriscono che dosi ripetute di vaccino potrebbero essere necessarie 

al fine di ottimizzare la risposta immunologica sia umorale che cellulo-mediata in 

pazienti altamente vulnerabili.  
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