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ABBREVIAZIONI 
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G6PD: glucosio-6-fosfato deidrogenasi 

NADPH: nicotinammide adenina dinucleotide fosfato 

HSP: Heat Shock Protein 

MAP2: proteina 2 associata ai microtubuli 

EPO: eritropoietina 

PHD: prolil-4-idrossilasi 

pVHL: proteina Von Hippel Lindau 

PI3K: fosfatidil inositolo-4,5-bifosfato-3-chinasi 

Akt: protein chinasi B 

NOX2: NADPH ossidasi 2 

NO: ossido nitrico 

PDGF: platelet-derived growth factor 

FGF: fattore di crescita dei fibroblasti 

RNS: specie reattive dell'azoto 
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1. INTRODUZIONE 

1.1 La morte asfittica violenta 

L’ipossia è genericamente una condizione di carenza di ossigeno a livello tissutale che 

può interessare un solo distretto o più distretti contemporaneamente. Il fenomeno può 

essere acuto o protrarsi per un lasso temporale più prolungato generando condizioni 

patologiche differenti. Le seguenti condizioni possono essere considerate ipossiche in 

quanto derivate da difetti nella catena respiratoria, non trovando tuttavia, molte di esse, 

una reale collocazione nella pratica forense: 

o assenza o riduzione della tensione di ossigeno nell’aria atmosferica a causa di 

una pressione barometrica ridotta o di sostituzione dell'ossigeno con altro gas; 

o ostruzione degli orifizi respiratori esterni; 

o blocco delle vie respiratorie interne, a livello faringeo, laringeo, tracheale o 

bronchiale; 

o limitazione dei movimenti toracici che impediscono la respirazione, paralisi del 

tronco cerebrale o del midollo, effetto di farmaci curaro-simili; 

o patologie polmonari che impediscono o riducono lo scambio di ossigeno, tra cui 

quadri infettivi/infiammatori o la fibrosi estesa; 

o difetto della funzione cardiaca con conseguente compromissione 

dell’ossigenazione ematica; 

o riduzione della capacità del sangue di trasportare ossigeno come nelle gravi 

anemie o nella sostituzione dell'ossigeno da parte del monossido di carbonio, 

nei legami con l’emoglobina;  

o incapacità delle cellule dei tessuti periferici di utilizzare l'ossigeno in condizioni 

come l'avvelenamento da cianuro, per inattivazione di sistemi enzimatici come 

la citocromo-ossidasi [1]. 

Si definisce, invece, come asfissia l’ostacolo allo scambio gassoso nell’organismo che 

porta alla mancata ricezione, da parte delle cellule, dell’ossigeno necessario. Essa si 

distingue dall’ipossia per la presenza di un ostacolo allo scambio gassoso e dunque 

anche per un impedimento all’espulsione dell’anidride carbonica.  

In ambito forense le asfissie generalmente di interesse risultano essere “meccaniche” 

e “violente”. La natura “meccanica” dell’asfissia richiama il meccanismo di ostacolo 

fisico degli atti respiratori che può avvenire per occlusione, ostruzione o compressione 

delle vie aeree, compressione del mantice toracico, sostituzione del contenuto aereo 
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con materiali fluidi o solidi ecc. Per quanto attiene la caratterizzazione “violenta”, essa 

si fonda sul fatto che l’impedimento alla meccanica respiratoria si estrinsechi mediante 

una forza esterna sull’apparato respiratorio e con modalità concentrate nel tempo. 

Sono escluse dunque tutte le fattispecie che conducono al decesso per causa 

endogena (es. anemia severa, ARDS ecc.). Per asfissia meccanica violenta può 

intendersi quindi ogni quadro asfittico causato da un impedimento all’afflusso di aria 

nelle vie respiratorie o un blocco delle normali escursioni respiratorie, su cui possono 

inserirsi fenomeni nervosi o vascolari riflessi o dovuti a compressione di strutture 

anatomiche [1-2]. Le diverse componenti della patogenesi risultano più o meno 

preponderanti a seconda del mezzo utilizzato e della dinamica letale, potendosi 

comunque sempre ricomprendere tutte sotto la causalità asfittica. Si distinguono, 

inoltre, tra le forme asfittiche quelle “primitive”, ossia quelle in cui la causa agisce 

direttamente ed inizialmente a livello dell’apparato respiratorio. 

La componente respiratoria risiede nella diminuzione del livello di saturazione 

dell’Ossigeno  nel sangue arterioso (SaO2 v.n. 96.5 ±1.5%) nonché della sua 

Pressione Parziale (PO2  v.n. 90 ±9 mmHg). Alla diminuzione della PO2  cala 

drasticamente la capacità dell’emoglobina di cedere ossigeno ai tessuti, fino ad 

arrivare a tensioni di ossigeno non compatibili con la vita (40-50 mmHg). La 

componente vascolare, derivata dalla compressione dei vasi cervicali, porta ad una 

diminuzione dell’afflusso di sangue ossigenato all’encefalo e ad un aumento della stasi 

venosa, particolarmente per interessamento delle arterie carotidi e delle vene 

giugulari. La componente vascolare, sebbene spesso di per sé non idonea a causare 

univocamente il decesso, può rivestire una componente importante nello svolgimento 

della dinamica asfittica, portando ad una maggiore suscettibilità della vittima , per la 

rapida alterazione dello stato di coscienza che ne consegue. La componente nervosa, 

correlata alla stimolazione del nervo vago e dei barocettori arteriosi, comporta una 

riduzione della frequenza cardiaca, una vasodilatazione generalizzata ed un calo della 

pressione arteriosa. Tali meccanismi appaiono, in taluni casi, di per sé autonomi nel 

produrre l’evento letifero, con minima o nulla comparsa di alterazioni tissutali utili alla 

valutazione autoptica. 

Il decorso del processo asfittico risulta solitamente distinguibile in quattro fasi che si 

susseguono tanto velocemente quanto maggiore è rapida la velocità con cui si instaura 

l’ipossiemia. La prima fase o fase della “dispnea inspiratoria”, della durata di circa 60-

90 secondi, è caratterizzata dall’insorgenza di dispnea per stimolazione dei centri 
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bulbari. In questa fase si manifesta una vasocostrizione con relativo incremento della 

pressione arteriosa e aumento della frequenza cardiaca con cianosi del volto e perdita 

di coscienza. La seconda fase o della “dispnea espiratoria”, della durata di 90-120 

secondi, vede l’attivazione di centri vagali. Le manifestazioni possono essere motorie 

con contrazioni muscolari, rilasciamento degli sfinteri e midriasi. Sopravviene un ritmo 

bradicardico. Nella terza fase o “pausa respiratoria” si arriva ad una progressiva 

riduzione degli atti respiratori fino all’apnea con una rapida depressione della 

pressione arteriosa e miosi pupillare. La terza fase mostra generalmente una durata 

di 60-120 secondi. La quarta ed ultima fase è detta “fase di boccheggiamento” per la 

comparsa di alcuni movimenti afinalistici simil respiratori della durata di circa 60-240 

secondi [2].  

I quadri lesivi generalmente riconducibili alle asfissie meccaniche sono di seguito 

riassunti: 

• Occlusione degli orifizi respiratori 

➢ Soffocamento (occlusione degli orifizi respiratori realizzata con le mani 

o con mezzo, più o meno morbido, che aderisce al volto). 

• Ostruzione/compressione ab extrinseco delle vie respiratorie 

➢ Strozzamento (ostruzione delle vie respiratorie che si realizza con una 

o due mani che violentemente comprimono il collo in corrispondenza 

delle regioni antero-laterali, interrompendo la colonna aerea); 

➢ Strangolamento (costrizione delle vie aeree mediante laccio o altro 

mezzo agente in senso perpendicolare rispetto all’asse maggiore del 

collo, animato da una forza esterna); 

➢ Compressione atipica del collo (compressione delle strutture esterne del 

collo attuata mediante mezzi solidi applicati in senso antero-posteriore 

es. garrotamento, prese di forza attuate con arti o bastoni); 

➢ Impiccamento (ostruzione delle vie respiratorie mediante un laccio 

applicato in sede cervicale, fisso ad una estremità mediante un 

sostegno, così che la forza applicata è data dalla forza di gravità). 

• Ostruzione interna delle vie respiratorie 

➢ Per mezzo di liquidi: annegamento (penetrazione attiva nell’albero 

respiratorio di un mezzo liquido esterno all’organismo che sostituisce il 

contenuto aereo, impedendo i normali scambi gassosi) o sommersione 

interna (occlusione delle vie respiratorie da parte di liquido di origine 
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endogena con invasione delle strutture bronchiolo-alveolari, ad es. 

sangue nello scannamento); 

➢ Per mezzo di solidi: intasamento (penetrazione di corpi estranei solidi 

nelle vie respiratorie con occlusione parziale o totale delle stesse); 

➢ Per via riflessa: annegamento atipico o dry drowning (brusca chiusura 

della glottide con laringospasmo serrato, per fenomeno riflesso, indotto 

dalla presenza di liquido, anche in scarsa quantità, in laringe). 

• Carenza di ossigeno nell’aria respirata 

➢ Confinamento (anossia anossica che si realizza all’interno di uno spazio 

confinato in cui l’ossigeno presente nell’aria viene progressivamente 

consumato in assenza di un adeguato ricambio); 

➢ Plastic bag suffocation (fattispecie particolare in cui al meccanismo di 

consumo dell’ossigeno  contenuto in un sacchetto può sommarsi 

l’occlusione degli orifizi  respiratori); 

➢ Intossicazione da monossido di carbonio. 

• Impedimento degli atti respiratori 

➢ Per immobilizzazione diretta del torace (la gabbia toracica viene impedita 

nei normali movimenti respiratori da un ostacolo esterno come nel 

seppellimento o nella morte nella folla); 

➢ Per immobilizzazione indiretta del torace (è presente un ostacolo 

indiretto ai movimenti del mantice toracico in ragione della peculiare 

posizione del corpo es. crocifissione, sospensione). 

1.2 Importanza della diagnosi medico legale di asfissia 

La diagnosi medico legale di asfissia riconosce classicamente alcuni peculiari reperti 

anatomo-patologici legati alla dinamica, pur tuttavia considerando che, quasi tutti i 

segni rilevati nelle morti asfittiche, possono essere riscontrabili in altre tipologie di 

decessi. Classicamente tali riscontri sono: 

▪ presenza di petecchie emorragiche, prevalentemente riscontrabili a livello 

congiuntivale e sclerale, in sede sub-pleurica (macchie di Tardieu) o sotto-

epicardica; variano dimensionalmente da uno a pochi millimetri e sono dovute 

alla rottura di sottili venule presenti nei tessuti lassi, in ragione dell’aumento 

pressorio che vi si genera (soprattutto a livello cervicale, del capo e del torace); 

▪ la maggior fluidità ematica, correlata all’aumento della fibrinolisi, così come il 

colorito rosso cupo del sangue, determinato da una maggior presenza di 
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emoglobina ridotta, che contribuisce, altresì, alla colorazione cianotica della 

cute, particolarmente evidente al volto, nei casi di costrizione cervicale; 

▪ presenza di edema e congestione viscerale. Anche in questo caso il 

meccanismo produttivo deve essere ricercato nell’ostruzione al ritorno venoso 

che causa una maggiore pressione vascolare e quindi uno stravaso di fluido 

che, negli alveoli, può essere riscontrato in forma di edema polmonare.  

Un’eccezione è rappresentata dalla milza che spesso appare pallida e rugosa 

a causa della splenocontrazione adrenergica. 

▪ enfisema polmonare dovuto agli sforzi respiratori e, di sovente, accompagnato 

da emorragia intra alveolare, dovuta alle lacerazioni delle pareti alveolari; 

▪ il ristagno ematico a livello delle camere destre del cuore, riscontro, per il vero, 

frequente in molti casi di decesso per insufficienza cardiaca. 

 

Ritenuti in passato patognomonici per la diagnosi, sono in realtà reperti già nel 1974 

citati da Lester Adelson come il “quintetto diagnostico obsoleto”. Infatti in molti casi di 

ipossia indubbiamente fatale questi segni sono assenti, mentre sono, di frequente, 

presenti in condizioni certamente non ipossiche [1]. La diagnosi di morte asfittica 

necessita, quindi, di scrupolose operazioni di sopralluogo, al fine della ricostruzione 

della dinamica del decesso, di un accurato esame cadaverico esterno e di una 

necrosezione con prelievo di tessuti e liquidi biologici volti all’effettuazione di indagini 

istologiche e tossicologiche.  

1.3  Diagnosi asfittica: elementi macroscopici e istologici 

Oltre ai segni annoverati dalla dottrina medico legale classica sono, certamente, da 

ricordare i segni macroscopicamente evincibili, anche durante la ricognizione 

cadaverica esterna, e riconducibili alle peculiari modalità del decesso (fungo 

schiumoso, lesioni da legature, solco cutaneo cervicale, segni di difesa, lesività del 

volto, ecchimosi digitate cervicali, lesioni della mucosa buccale ecc.). Molto spesso, 

tuttavia, la ricognizione cadaverica esterna non permette di identificare una univoca 

modalità d’azione, potendosi spesso rilevare una lesività eterogenea, riconducibile 

all’azione di più mezzi lesivi (asfissiogeni e non). 

Unitamente a quanto già descritto dalla dottrina classica a livello necrosettorio sono 

riscontrabili ulteriori alterazioni anatomopatologiche che, sebbene non univoche, 

possono essere ricondotte alla causa asfittica. Sono stati, infatti, descritti infiltrati 

emorragici prodotti nelle fasi convulsive a carico della muscolatura pettorale, del dorso 
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e del collo. A carico degli organi direttamente coinvolti nella dinamica asfittica possono, 

inoltre, rilevarsi ematomi a carico dei tessuti molli come ad esempio ecchimosi 

superficiali o profonde in corrispondenza del solco nello strangolamento o 

nell’impiccamento. Si possono, altresì, reperire infiltrati emorragici a carico del 

sottocute, della fascia o di altri organi regionali: muscoli toracici, muscolatura del collo, 

linfonodi, laringe e corde vocali, trachea, fascio vascolo nervoso, tiroide, contusioni 

polmonari ecc. Sono descritte, altresì, alterazioni peculiari per talune modalità lesive 

quali lacerazioni intimali dei vasi (segno di Amussat), ecchimosi retrofaringea, 

emorragie a carico del legamento longitudinale anteriore della colonna vertebrale al 

passaggio dorso-lombare (segno di Simon), fratture dell’osso ioide e della cartilagine 

tiroidea interessate da consensuale infiltrato emorragico [2,4]. 

Tuttavia In caso di improvvisa interruzione totale del flusso di ossigeno e decorso molto 

rapido (ad esempio in caso di polimorbidità associata o nell’arresto cardiaco riflesso 

per attivazione vagale), tutti questi reperti possono essere assenti. Al contrario, per 

quanto attiene gli stravasi emorragici a carico del collo o del torace, essi possono 

trovare molteplici ulteriori motivazioni, ad esempio in caso di morte successiva a 

politraumatismo.  

Dunque, a livello macroscopico, nessuno dei reperti innanzi riportati assume di per sé 

significato patognomonico e, nel caso in cui manchino lesioni peculiari o il mezzo 

asfittico adoperato, la diagnosi di asfissia viene posta essenzialmente per esclusione 

di altre cause, il che presuppone anche l’effettuazione di accurate indagini 

tossicologiche ed istologiche [5,6]. La diagnosi di morte asfittica risulta particolarmente 

complessa nei casi di soffocamento con mezzo morbido, comportando la difficoltà 

medico legale di provare le modalità del decesso in ambito giudiziario. 

Le indagini istologiche classiche rivestono grande importanza nel determinismo della 

causa del decesso. I campioni utili da prelevare in sede autoptica variano a seconda 

del mezzo utilizzato e della dinamica (solco cutaneo, mucosa buccale, tessuto 

polmonare, tessuto cardiaco, parete vascolare ecc.). Le indagini istologhe classiche 

con colorazione Ematossilina e Eosina risultano fondamentali per la determinazione 

degli aspetti tissutali microscopici riconducibili alle modalità del decesso ed alla 

tempistica degli eventi.  

Segni microscopici di frequente riscontro nei decessi per causa asfittica sono: 
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- presenza di edema intra alveolare, talora anche interstiziale a carico dei setti o 

perivascolare ad interessare le pareti vasali; 

- emorragie intra alveolari; 

- iperemia vasale; 

- aree di atelettasia; 

- microembolia adiposa o di midollo osseo all’interno dei vasi [7]; 

- presenza di macrofagi alveolari e/o cellule giganti polinucleate. 

Sebbene profusamente descritti in letteratura, anche tali reperti istologici non appaiono 

univoci, ed il loro valore diagnostico risulta ampiamente dibattuto. Per questo motivo 

molti sono gli autori che hanno ricercato criteri istomorfologici per l’identificazione di 

marcatori specifici che identificassero la morte asfittica negli ultimi decenni: ad 

esempio è noto lo studio di Brinkmann et al. che ha identificato il complesso schema 

della sindrome emorragico-disionica, mostrando la combinazione di edema ed 

emorragia intraventricolare ed interstiziale unitamente a iperemia e microemorragie e 

la sindrome da microembolia ed enfisema come caratteristica patognomica dell'ipossia 

ostruttiva [7,8]. Questo tipo di pattern microscopico si è rivelato, tuttavia, aspecifico ed 

ascrivibile ad un generico aumento della permeabilità vascolare o ascrivibile a 

manovre iatrogene [9].  

Anche reperti come edema alveolare e l’iperemia vasale (capillari “a ghirlanda”), così 

come l’enfisema locale e le emorragie intra-alveolari sono elementi aspecifici che 

spesso hanno l’unica indicazione nella documentazione della vitalità del tessuto al 

momento dell’insulto. Sono spesso correlati alle fasi di protratta agonia, quale che ne 

sia la causa scatenante [9]. 

Altro elemento approcciato, nel corso della storia relativa alla ricerca di elementi 

patognomonici dell’asfissia violenta, è risultato essere la presenza di cellule 

macrofagiche o cellule giganti a livello alveolare. Alcuni studi sperimentali condotti su 

animali sottoposti a soffocamento prolungato hanno mostrato un aumento dei 

macrofagi alveolari e di cellule giganti [10–13]. Nello stato ipossico è stata comunque 

rilevata la presenza di una infiammazione acuta, ma alcuni autori hanno ritenuto che, 

in questi casi, ci sia unicamente un reclutamento delle cellule infiammatorie 

residenziali nel parenchima polmonare e, a seguito della loro attivazione, si verifichi il 

massivo rilascio di citochine e chemochine pro-infiammatorie in risposta allo stato 

ipossico. Infatti il periodo di asfissia usualmente registrato in ambito forense non risulta 

sufficientemente lungo (solitamente inferiore ai 30 minuti) affinché si verifichi una 

variazione  locale della popolazione di cellule infiammatorie (cellule giganti, monociti, 



11 
 

macrofagi e mastociti), che risultano per altro essere cellule dotate di lunga emivita, e 

quindi potenzialmente presenti nel tessuto polmonare per altre cause e da lungo tempo 

[3,5]. 

 

A livello encefalico sono stati descritti congestione acuta con rigonfiamento endoteliale 

dei capillari, stravasi ematici perivascolari a carico della sostanza bianca, edema 

perivascolare e degenerazione delle cellule gangliari e rigonfiamento delle cellule 

dell’aracnoide. Tuttavia tali fenomeni non risultano specifici dell’insulto asfittico [2]. I 

neuroni ischemici inizialmente rivelano i nuclei collassati e picnotici ed il citoplasma 

mostra una importante iper-eosinofilia alla colorazione ematossilina-eosina; la 

sostanza di Nissl appare dispersa e finemente granulare. Successivamente i nuclei 

appaiono maggiormente eosinofili fino quasi a fondersi con il citoplasma. Queste 

alterazioni, tuttavia, sono istologicamente visibili solo dopo un tempo di sopravvivenza 

abbastanza lungo (da 4 a 12 ore), periodo spesso non presente nei casi forensi, in cui 

il decesso può realizzarsi anche nell'arco di pochi minuti [14,15]. Tuttavia Rahaman et 

al. descrivono come talune modifiche nelle cellule neuronali possano già verificarsi nel 

breve periodo dall’insulto ischemico, ed essere visibili dopo la morte, poiché i 

movimenti passivi dell'acqua possono continuare dopo il decesso seguendo l’alterato 

gradiente ionico intracesllulare, portando quindi a gonfiore e pallore citoplasmatico di 

neuroni e astrociti (entro 15-30 minuti dall’insulto ischemico) Questo può dare al 

tessuto un aspetto spugnoso o pallido a basso ingrandimento, già un'ora dopo l'insulto 

[16].  

 

Dunque, nella pratica forense, le indagini istologiche spesso non forniscono indicazioni 

conclusive relativamente alla causa del decesso o alle tempistiche di realizzazione del 

danno tissutale. In questi casi il ricorso alle indagini immunoistochimiche risulta di 

fondamentale utilità per dirimere i dubbi non fugati dalle metodiche istologiche 

classiche. 

 

1.4 L’immunoistochimica nello studio delle asfissie 

Intenso è stato lo sforzo di molti autori nella ricerca di markers immunoistochimici da 

poter correlare al decesso per causa asfittica in ambito forense. 

Molti studi si sono concentrati sull’aumento di marcatori a seguito di danno tissutale 

particolarmente nel cuore a seguito di ischemia miocardica. Tali marcatori sono quindi 

stati applicati anche nella ricerca dell’ipossia in genere. Nel modello murino si è 



12 
 

valutato un aumento nell’espressione della Ossido Nitrico Sintasi inducibile (iNOS) 

nell’infarto miocardico, con effetto protettivo mediante la produzione di Ossido Nitrico 

(NO). Nel miocardio umano, invece, si è rilevato l’incremento del Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) e del Hypoxia-inducible factor- 1 (HIF-1) nel tessuto muscolare 

cardiaco umano post mortem in casi di infarto miocardico. Si è visto, infatti, come il 

ripristino del flusso sanguigno ischemico del miocardio implichi la produzione di Specie 

Reattive dell’Ossigeno (ROS) (responsabili anche del danno da riperfusione). Anche il 

VEGF è un fattore ben studiato nell'infarto del miocardio, poiché la formazione di nuovi 

vasi risulterebbe utile nel salvataggio dei tessuti sottoposti ad ischemia. Nell'infarto 

miocardico, dunque, è stata riscontrata una maggiore espressione di HIF-1α, sebbene 

in maniera inferiore rispetto a VEGF e iNOS [17].  

In un altro studio, Zhang et al. [18], investigando campioni murini di tessuto cardiaco e 

polmonare, hanno riscontrato una positività immunoistochimica di HIF-1α nei tessuti di 

ratti sottoposti ad ipossia a seguito di impiccamento, analizzati a diversi intervalli post 

mortem Sono state riscontrate differenze significative tra i gruppi di asfissia e il 

corrispondente gruppo di controllo. È stata rilevata una colorazione nucleica positiva 

in tutti i gruppi con asfissia, mentre non era presente alcuna colorazione nei controlli. 

Inoltre, campioni, analizzati per Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR), hanno mostrato che l'espressione dell'mRNA tra il gruppo con asfissia e il 

gruppo di controllo a 0 ore era uguale sia nel muscolo cardiaco che nel polmone, ma 

l’espressione risultava aumentata nei casi a 2, 6 e 24 ore rispetto ai gruppi di controllo. 

L’analisi immunoistochimica si è, poi, concentrata sulla valutazione della cellularità 

nell’infiltrato presente nel polmone asfittico, in cui alcuni autori hanno notato una 

massiccia migrazione di mastociti. In particolare, è stato possibile rilevare macrofagi 

schiumosi intra-alveolari e aggregati di cellule giganti polinucleate unitamente ad 

aggregati di leucociti intravascolari. Sono stati osservati megacariociti migrare 

nell'interstizio polmonare [5]. Risultati paragonabili sono stati riportati da Muciaccia et 

al. i quali hanno osservato un aumento del numero di mastociti rinvenuti nei polmoni a 

seguito di decesso per asfissia, quale indice di una loro attivazione conseguente alla 

diminuzione della disponibilità di ossigeno [19]. 

Edston et al., inoltre, hanno riscontrato un aumento dei livelli di triptasi dei mastociti 

nel sangue femorale di individui morti a causa di asfissia meccanica acuta, confrontati 

con individui deceduti improvvisamente e con soggetti deceduti per anafilassi 

(sebbene questi ultimi mostrino in assoluto i livelli maggiormente aumentati). Tuttavia 

elevati valori di triptasi si sono riscontrati anche nei casi di sindrome da morte 
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improvvisa del lattante (SIDS), nelle morti da overdose da eroina e nelle morti 

traumatiche [20]. 

Studi sperimentali sono stati effettuati anche su un modello metabolomico. In un 

modello animale, è stata confrontata la variazione di diversi metaboliti plasmatici in 

soggetti deceduti per arresto cardiaco a seguito di asfissia e arresto cardiaco da 

fibrillazione ventricolare. Si è osservata una variazione significativa nel caso degli 

animali deceduti con modalità asfittica, sia durante il periodo di asfissia che durante 

l'arresto cardiaco. In particolare, l'aumento più importante è risultato essere correlato 

a lattato, succinato, malato, fumarato, glutammato, ipoxantina e uridina. Questo studio 

è stato completato con l'analisi immunoistochimica eseguita sul cuore (per la ricerca 

di Desmina e Troponina-C, solitamente ridotte in caso di ischemia) e sull’encefalo (per 

la ricerca di S100B25 e GFAP26, indicatori di danno astrocitario). Non sono state 

riscontrate particolari differenze in termini di danno tra cuore ed encefalo nei due 

gruppi. Inoltre, l’analisi istopatologica non ha consentito di identificare una differenza 

statisticamente significativa tra animali nei due gruppi [21]. 

Cecchi et al., studiando polmoni di soggetti deceduti per asfissia, hanno individuato 

come possibili marcatori forensi le selectine P ed E. La P-selectina è una glicoproteina 

immagazzinata per un rapido rilascio nei corpi di Weibel-Palade dell'endotelio e nei 

granuli alfa delle piastrine; si tratta infatti di un fattore di adesione coinvolto nel 

processo di rotolamento dei leucociti sull’endotelio. Nelle morti asfittiche acute i livelli 

di P-selectina aumentano rapidamente nei polmoni. Questo fenomeno è stato testato 

mediante colorazione immunoistochimica (anti-CD62P) in campioni polmonari. L'E-

selectina, altra molecola di adesione, è responsabile dell'adesione dei leucociti 

sull'endotelio attraverso il riconoscimento di carboidrati sialilati sulla membrana 

plasmatica. La E-selectina non è costitutivamente espressa nei tessuti e viene attivata 

successivamente rispetto alla P-selectina. Per queste ragioni potrebbe risultare utile 

in casi di asfissia più prolungata. Cecchi et al. hanno riscontrato in tutti i vasi polmonari, 

ad esclusione dei capillari, all'immunoistochimica, una sovrapposizione tra P-selectina 

ed E-selectina (anti-CD62E) con marcatura intensa ad esclusione dei casi di 

annegamento, in cui la marcatura appariva moderata. Nello stesso studio era 

analizzata la positività immunoistochimica, dei tessuti polmonari, ad HIF1α, in morti 

asfittiche. I risultati mostravano come HIF1-α fosse espresso, nei casi, sulle cellule 

endoteliali soprattutto in corrispondenza delle arterie e in poche vene, mai sui capillari. 

Pneumociti e leucociti dimostravano di essere in grado di esprimere HIF1-α. I differenti 

risultati tra i casi ed i controlli hanno mostrato come, i vasi polmonari, costitutivamente, 
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non esprimano un livello rilevabile di antigene HIF1-α, mentre dopo una mancanza 

acuta di ossigeno questi si attivino esprimendo, soprattutto in corrispondenza delle 

cellule endoteliali, livelli di HIF1α rilevabili molto rapidamente [22]. Di converso 

Reisinger et al., utilizzando nello studio anche cadaveri altamente decomposti deceduti 

per causa asfittica, mostravano una residua positività di proteina A associata al 

surfattante polmonare  (SP-A) mentre impossibile appariva la determinazione per HIF-

1-α [23].  

Altri marcatori proposti, di sicuro interesse forense, sono state le acquaporine, di cui 

la ricerca nelle morti asfittiche è una delle applicazioni più interessanti Estremamente 

rilevanti in questo senso sono alcuni studi che hanno indagato le diverse espressioni 

polmonari di Acquaporina 1 (AQP1) e Acquaporina 5 (AQP5) nella morte per asfissia 

rispetto alla morte cardiaca improvvisa causata da lesioni cerebrali. Le indagini 

immunoistochimiche hanno mostrato una riduzione di espressione significativa 

nell’espressione di AQP5, ma non di AQP1, nei casi rispetto ai controlli. La riduzione 

dell’espressione di AQP5 nel polmone potrebbe quindi essere considerata un 

biomarcatore specifico per discriminare la morte per asfissia da quella cardiaca. Anche 

nei casi di annegamento lo studio delle acquaporine si è rivelato rilevante. La diversa 

espressione immunoistochimica di AQP5 e Acquaporina 2 (AQP2) nei campioni di 

polmoni e reni provenienti da soggetti annegati in acqua dolce, rispetto a quelli 

provenienti da annegamento in acqua salata, si è rivelata di interesse diagnostico [24–

26]. 

In caso di asfissia, ovviamente, non sono solo il cuore e i polmoni a risentire della 

mancanza di ossigeno; ogni tessuto umano organizza risposte cellulari a seguito di 

questa deprivazione. Il cervello è uno degli organi più esposti in caso di ipossia, 

dunque la sua valutazione risulta di grande interesse. In procedure sperimentali 

effettuate su ratti, in cui gli animali vengono posti in condizioni di bassa tensione di 

ossigeno (5%) si è visto come, anche dopo pochi minuti, sebbene il 50% degli animali 

sopravviva, si possa riscontrare, dopo il sacrificio, una condizione di edema cerebrale, 

rottura della barriera ematoencefalica, massiccia perdita cellulare nell'ippocampo e 

nella neocorteccia, accompagnati da significativi deficit comportamentali e neurologici. 

In particolare Vetrovoy et al. hanno sperimentalmente mostrato una correlazione 

inversa tra l'attività di HIF1α e i livelli di mRNA della glucosio-6-fosfato deidrogenasi 

(G6PD), l'enzima chiave della via del pentoso fosfato. La via del pentoso fosfato (PPP) 

nel metabolismo del glucosio nell’encefalo, funge da fonte primaria di nicotinammide 
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adenina dinucleotide fosfato (NADPH), che a sua volta svolge un ruolo fondamentale 

nel mantenimento dell’omeostasi redox. Dunque gli autori hanno sperimentalmente 

valutato come una grave ipossia ipobarica abbia indotto una sovraregolazione della 

subunità HIF1α a livello ippocampale, riducendo l'attività di G6PD. Anche i livelli di 

NADPH sono stati ridotti, comportando una promozione dello stress ossidativo ed 

innescando quindi processi di apoptosi e perdita neuronale [27]. In una recente 

revisione di Barranco et al. che analizza l’applicazione dell’immunoistochimica nelle 

diagnosi post mortem a seguito di ipossia cerebrale acuta e ischemia si mettono in 

evidenza vari marcatori di interesse forense, puntualizzando la difficoltà di 

oggettivazione macroscopica di alterazioni morfologiche vitali, in ragione della rapidità 

con cui sopravviene l’evento letifero [14]. Sono evidenziate reazioni immediate quali 

l’attivazione di geni come c-fos che codificano per proteine da shock termico come 

Heat Shock Protein70 (HSP70); nel periodo successivo si innescano, invece, fattori di 

crescita anti apoptotici e si verifica una riduzione dell’espressione delle proteine 

associate ai microtubuli e della tubulina [15,28]. Su tali vie biochimiche si basano 

numerosi studi nell’ambito della ricerca del danno ipossico-ischemico cerebrale. 

Emerge come la proteina 2 associata ai microtubuli (MAP2) sia  il biomarcatore su cui 

maggiormente si sono concentrati gli studi in ambito di danno ipossico-ischemico 

cerebrale rivelando già una riduzione dell'espressione di MAP2 in casi di ipossia 

cerebrale da morte asfittica violenta, in cui il tempo di sopravvivenza era di pochi minuti 

[28]. A questa si associa il riscontro da parte di altri autori di una riduzione 

dell'espressione cerebellare della calbindina-D28k in casi di ipossia cerebrale acuta 

[29]. Di altri marcatori è stata proposta la ricerca  a livello encefalico nei casi di ipossia 

(HIF-1 alfa, HSP70, vimentina, VEGF e GFAP) ma, anche in ragione dell’esiguo 

campione valutato in ogni singolo studio, i risultati ottenuti non appaiono utili ad un 

utilizzo nella pratica forense [14]. 

Anche nel rene è stato valutato come, in condizioni ipossiche HIF1α possa giocare un 

ruolo nella riparazione tissutale a seguito di un evento ischemico. HIF1 aumenta 

l’espressione dell’eritropoietina nei reni e nel fegato legandosi alla regione 

potenziatrice 3’ del gene dell’eritropoietina (EPO). L’EPO è uno dei fattori più 

importanti dell’organismo in risposta all’ipossia,  poiché aumenta la produzione di 

globuli rossi. HIF-1α è coinvolto nell'apoptosi delle cellule renali come fattore 

regolatore, controllando la sopravvivenza e la proliferazione cellulare con la 

modulazione dell'espressione genica. L'attivazione del complesso HIF1 determina una 

diminuzione dell'apoptosi delle cellule renali tubulari e mesenchimali [30].  
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Zeng Y et al., inoltre, hanno esaminato altri tipi di percorsi e molecole durante l'asfissia, 

stabilendo che, in condizioni di ipossia, i microRNA (miRNA) possono interagire con 

fattori di trascrizione per la regolazione del metabolismo cellulare, dell'angiogenesi, 

dell'eritropoiesi, della proliferazione cellulare, della differenziazione e dell'apoptosi, 

aprendo il campo allo studio del comportamento dei miRNA in stato di ipossia e allo 

studio della biosintesi dei miRNA in un ambiente cellulare con scarso ossigeno [31]. 

 

Partendo dall’amplissima bibliografia sull’argomento sono stati selezionati alcuni 

marcatori, al fine del presente studio, che si ritiene possano, meglio di altri, dare 

indicazioni sulle vie biochimiche attivate a seguito di ipossia. L’utilizzo di tali marcatori 

a livello immunoistochimico, inoltre, è già stato ampiamente validato a livello di vari 

tessuti umani, tra cui quello polmonare [22,32]. Il riscontro concomitante di questi 

marcatori immunoistochimici  risulterebbe di elevata utilità nell’oggettivazione di un 

meccanismo asfittico. Questi sono HIF1α, NOX2, iNOS, VEGF, A2A e P2X7. 

 

2. VIE BIOCHIMICHE CORRELATE ALL’IPOSSIA  

2.1 HIF-1 

 

L'adattamento alla bassa tensione di ossigeno (ipossia o anossia) è regolato da una 

rete di fattori tissutali. Un regolatore chiave nella risposta cellulare all’ipossia/anossia 

risulta essere HIF1. Questa molecola è stata scoperta alla fine degli anni ’90 mediante 

l’identificazione di una sequenza di risposta all’ipossia del DNA, chiamata “elemento 

di risposta all’ipossia” (HRE; 5-RCGTG-3) da Wang e Semenza [33]. Questa sequenza 

è inclusa nella porzione potenziatrice 3' dell'eritropoietina (EPO), che stimola la 

proliferazione degli eritrociti e subisce una trascrizione indotta dall'ipossia [34]. Ulteriori 

studi hanno evidenziato in HIF1 la proteina che si lega alla sequenza HRE.  

Il complesso HIF1 è composto due molecole distinte HIF-1α e HIF-1β. Queste proteine 

appartengono alla famiglia dei fattori trascrizionali dimerici e sono costituite da due α-

eliche, collegate da un dominio ad ansa. Presentano anche una regione basica, 

deputata al contatto con il DNA. La proteina HLH dimerizza nel nucleo cellulare e si 

collega alla sequenza di DNA. Il dimero composto da HIF-1α e HIF1-β  contiene un 

dominio in grado di connettersi a specifiche sequenze di DNA (ACGTG o GCGTG). 
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L'eterodimero funziona come fattore trascrizionale per più di 100 geni, inducendo una 

risposta cellulare alla mancanza di ossigeno nell'ambiente cellulare [35]. 

HIF-1α e HIF-1β sono espressi costitutivamente da tutte le cellule dei tessuti ma, 

mentre HIF-1β è sempre rilevabile nel nucleo della cellula, lo stesso non si può dire 

per HIF-1α. Il motivo di questa differenza risiede nella vita molto breve di HIF (T1/2 5 

min). Infatti in situazioni di normale tensione di ossigeno, le proteine che compongono 

HIF-1 vengono rapidamente degradate. Durante l'ipossia, invece, l'HIF-1α si stabilizza 

e trasloca dal citoplasma al nucleo, dove dimerizza con HIF-1β, diventando un dimero 

trascrizionalmente attivo. Il livello di HIF-1α aumenta esponenzialmente per 

concentrazioni di ossigeno inferiori al 6%. Le proteine della famiglia di HIF sono 

caratterizzate da particolari domini (b, HLH, PAS e TAD) che contribuiscono alla 

regolazione della trascrizione genica. Le regioni PAS sono essenziali per consentire 

la formazione di eterodimeri tra le subunità HIF-1α e HIF-1β e per il legame alla 

sequenza HRE-DNA sui geni bersaglio; la regione HLH, invece, serve per la 

dimerizzazione. La subunità HIF-1α presenta un doppio dominio di transattivazione 

(TAD) di cui uno all’estremità N (N-TAD) ed uno all’estremità C terminale (C-TAD). 

Questi due domini sono fondamentali per l'attività trascrizionale di HIF-1α. C-TAD può 

interagire con alcuni coattivatori per modulare la trascrizione genica di HIF-1α in 

ipossia. N-TAD invece stabilizza HIF-1α contro la degradazione. Inoltre, la subunità 

HIF-α differisce da HIF-1β poiché dotata di un dominio di degradazione dipendente 

dall'ossigeno (ODDD). Il dominio ODDD è importante nel mediare la stabilità ossigeno 

dipendente [36].  

La stabilità di HIFα è regolata anche da diverse vie di segnalazione. Ad esempio, gli 

inibitori HSP90 e gli inibitori dell'istone acetilasi promuovono la degradazione di HIFα 

in modo indipendente da pVHL (proteina Von Hippel Lindau) [37]. Vi sono anche vie 

regolatorie indipendenti da pVHL, in cui la porzione C-TAD di HIF-1α lega, con legame 

cooperativo, altri coattivatori come CBP/p300. 

Nella normossia, l'idrossilazione dipendente dall'ossigeno del residuo di asparagina 

HIF-1α (N803) mediante un fattore che inibisce HIF-1 (FIH-1), noto anche come 

asparaginil idrossilasi, blocca l'interazione tra i due domini, abrogando la successiva 

trascrizione genica mediata da HIF-1α. 

Molti fattori controllano l’attività di HIF1 sia agendo sulla stabilità del dimero che sulla 

sua funzione. La stabilità e l'attività della subunità α di HIF sono regolate dalle sue 

modifiche post-traduzionali come l'idrossilazione. HIF-1α, in condizioni normossiche, 

è costitutivamente idrossilato dalla prolil-4-idrossilasi (PHD), un enzima che idrossila i 
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residui prolilici nelle posizioni HIF-1α 402 e 564. Questo è il dominio della 

degradazione dipendente dall’ossigeno (ODD). Per questo motivo, durante la 

normossia, HIF-1α è costantemente ubiquitinato dall'enzima ubiquitina ligasi, che 

riconosce le idrossilazioni [38]. Il PHD è una diossigenasi che utilizza, per le reazioni, 

numerosi cofattori. I cambiamenti nella disponibilità di questi molteplici cofattori 

modulano il “rilevamento dell’ossigeno” alterando il tasso di idrossilazione  [37]. Come 

già riportato, a seguito dell’idrossilazione la proteina viene ubiquitinata. L'ubiquitina 

ligasi collega copie multiple di ubiquitina a specifici residui di lisina della proteina 

bersaglio, che viene poi degradata dall'azione del proteasoma 20S, nel citoplasma. 

HIF-1α è infatti ubiquitinato, in condizioni di normossia, attraverso il complesso 

ubiquitina ligasi, contenente la proteina Von Hippel Lindau (pVHL) [39]. La proteina 

Von Hippel Lindau (pVHL), codificata dal gene VHL sul cromosoma 3, è uno dei più 

importanti fattori soppressori del tumore e partecipa alle reazioni cellulari in risposta 

all’ipossia. Questa molecola è un regolatore chiave per l’attività di HIF-1, poiché, 

quando si lega alla sua subunità α, ne induce l’ubiquitinazione e la degradazione da 

parte del proteasoma [40]. 

Un’altra via di regolazione di HIF-1α è relativa alla fosfatidil inositolo-4,5-bifosfato-3-

chinasi (PI3K) che, quando attivata, è in grado di sovraregolare la traduzione della 

proteina HIF-1α. La sintesi proteica è regolata da PI3K attraverso la sua protein chinasi 

B (Akt) e a valle attraverso il bersaglio della rapamicina nei mammiferi (mTOR). È stato 

dimostrato che i livelli di p-Akt e HIF-1α aumentano in risposta all'ipossia nelle cellule 

staminali mesenchimali umane. Quando queste due molecole vengono inibite, è 

possibile notare una soppressione delle concentrazioni di p-Akt e HIF-1α a livello della 

proteina, ma non a livello di mRNA. Quindi la via di segnalazione PIK3/Akt regola HIF-

1α, tramite mTOR, non a livello post-trascrizionale ma post-traduzionale [41]. 

La regolazione di HIF è anche legata ad alcuni fattori di crescita. I fattori di crescita 

che attivano RAS stimolano la cascata delle chinasi RAS/RAF/MEK/ERK. L'ERK 

attivato fosforila 4E-BP1, S6K e la chinasi interagente con la MAP chinasi (MNK), che 

a sua volta può fosforilare direttamente eIF-4E. Il risultato netto di questi eventi di 

segnalazione è l’aumento della traduzione dell’mRNA nella proteina HIF-1α. È 

interessante notare che ERK non è solo coinvolto nella regolazione della sintesi di HIF-

1α ma anche nella sua attivazione trascrizionale. Tuttavia, la rilevanza della 

segnalazione attraverso MAPK, relativa all’attivazione di HIF, è stata ancora solo 

parzialmente scoperta [41].  
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Un altro fattore correlato alla produzione di HIF risulta essere la p53. È stato osservato 

che la perdita di p53, in alcuni tipi di tumori, è associata a livelli elevati di HIF-1α. La 

p53 diventa attiva in situazioni di stress cellulare, come tumori o ipossia. Sembra che 

p53 si accumuli nella cellula solo in caso di ipossia estrema. Esistono diverse vie di 

segnale che promuovono la stabilità di p53 da parte di HIF-1α. Una delle più importanti 

consiste nella repressione di p53, da parte di HIF-1α, in competizione per p300, un 

attivatore trascrizionale sia per p53 che per HIF-1α. Al contrario p53 promuove la 

propria attivazione nello stato di ipossia innescando la degradazione di HIF-1α[43]. 

Heat shock protein 90 (Hsp-90) è una proteina che svolge un ruolo essenziale nella 

sopravvivenza cellulare e, quindi, anche nella crescita del tumore, poiché attiva molte 

proteine essenziali. È una proteina chaperon che agisce su diverse proteine coinvolte 

nello sviluppo delle cellule tumorali, così come su HIF-1α, anche indipendentemente 

dalla disponibilità di ossigeno. È noto che Hsp90 si lega direttamente ad HIF-1α 

inducendo alcuni cambiamenti conformazionali nella sua struttura adattandola alla 

dimerizzazione con HIF-1β e quindi iniziando la sua transattivazione. Inoltre, Hsp90 

può stabilizzare HIF-1α bloccando la sua degradazione [44,45].  

Come precedentemente detto l'inibizione dell'enzima prolil idrossilasi (PHD) blocca 

l'idrossilazione di HIF-1α, prevenendone così la degradazione da parte dei proteasomi. 

L’inibizione di PHD determina una diminuzione dell'espressione di AQP5 in modo 

dose-dipendente  quindi i livelli delle proteine AQP5 e HIF-1α sono inversamente 

correlati [46]. 

 

           2.2 NOX2 (NADPH ossidasi 2) 

 

Le proteine della famiglia NOX sono le principali produttrici di specie reattive 

dell'ossigeno (ROS). La famiglia NOX è composta da 7 membri: NOX1–5 e DUOX 1 e 

2. Le proteine della famiglia NOX sono presenti principalmente nei fagociti,  dove 

svolgono una funzione nella risposta antimicrobica ; tuttavia esse risultano presenti  

anche in molti altri tipi cellulari. Nei fagociti, NOX2 si localizza sia nelle membrane 

intracellulari che plasmatiche. Nei neutrofili a riposo, la maggior parte di NOX2 si 

localizza nei compartimenti intracellulari, in particolare nei granuli secondari e terziari. 

Dopo la stimolazione dei fagociti, avviene una traslocazione di NOX2 sulla superficie 

[47]. Le cellule vascolari esprimono prevalentemente i tipi NOX1, NOX2 e NOX4. 

Mentre la produzione di ROS dei primi due enzimi si verifica in modo agonista-

dipendente, NOX4 risulta essere costitutivamente attiva [48].  
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Le NADPH ossidasi hanno un importante ruolo di segnalazione in quanto limitano la 

disponibilità di ossido nitrico (NO) e poiché sono coinvolti nella segnalazione indotta 

dall'agonista di un ampio spettro di fattori tra cui VEGF, trombina, fattore di crescita 

dei fibroblasti (FGF) e il platelet-derived growth factor (PDGF) [48].  

Al fine di produrre ROS, le proteine transmembrana della famiglia NOX trasferiscono 

elettroni attraverso le membrane biologiche e, a partire dall'ossigeno, producono 

superossido (O2•−). Il superossido si dismuta rapidamente in perossido di idrogeno, 

che poi reagisce con l'ossido nitrico per formare perossinitrito. Questa cascata di 

reazioni porta alla produzione di acido ipocloroso e radicali idrossilici. 

Le specie reattive dell'ossigeno (ROS) sono piccole molecole derivate dall'ossigeno, 

inclusi i radicali dell'ossigeno [superossido (O2•), idrossile (•OH), perossile (RO2•) e 

alcossile (RO)] e alcuni non radicali che sono agenti ossidanti e/o vengono facilmente 

convertiti in radicali, come acido ipocloroso (HOCl), ozono (O3), ossigeno singoletto 

(1O2) e perossido di idrogeno (H2O2). Gli ossidanti contenenti azoto, come l'ossido 

nitrico, sono chiamati specie reattive dell'azoto (RNS) [47]. 

I ROS possono essere causa di molti problemi potendo danneggiare irreversibilmente 

quasi ogni componente cellulare; tuttavia sono prodotti anche per svolgere alcune 

funzioni fisiologiche. NADPH ossidasi è stato il primo esempio identificato di un 

sistema che genera ROS non come sottoprodotto, ma piuttosto come funzione 

primaria del sistema enzimatico. Gli enzimi che generano ROS si trovano in quasi tutti 

i tessuti umani ma la loro presenza è riscontrabile soprattutto nei fagociti e nei 

macrofagi. NOX2, noto anche come gp91phox, è il prototipo di NADPH ossidasi, poiché 

da sempre è il modello utilizzato per studiare la struttura e il funzionamento di queste 

molecole. Il suo gene è situato sul cromosoma X, è una proteina altamente glicosilata 

e la sua attivazione dipende da molti processi cellulari complessi. NOX2, come detto 

sopra, è un trasferitore di elettroni; innanzitutto gli elettroni vengono trasferiti, da 

questo complesso molecolare, da NADPH al FAD; nella seconda fase gli elettroni 

vengono trasferiti dal FADH2 appena prodotto alle due molecole dell'eme contenute in 

NOX2; il secondo eme esterno ha un ossigeno collegato, che può accettare l'elettrone. 

La produzione di ROS aumenta costantemente in caso di ipossia intermittente. 

All'aumentare del livello cellulare dei ROS, aumenta anche il livello di HIF-1α, in 

risposta all'ipossia. Nell'ipossia la produzione di ROS viene aumentata al fine di 

stabilizzare HIF-1α. Questo fenomeno potrebbe essere dovuto alla produzione 

mitocondriale o di NOX2 [47]. È stato dimostrato che le cellule senza mitocondri non 
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sono in grado di stabilizzare l’HIF-1α in uno stato di ipossia. Durante l'ipossia, infatti, 

gli elettroni si accumulano sulla catena mitocondriale respiratoria e creano ROS a 

causa della mancata disponibilità di ossigeno. In effetti i ROS, prodotti in particolare 

dal complesso mitocondriale III, sono i maggiori responsabili della stabilizzazione di 

HIF-1α durante l'ipossia. Sembra che i ROS stabilizzino indirettamente HIF-1α, 

principalmente attraverso l'inattivazione del fattore di inibizione di HIF (FIH). 

L’aumento dei ROS, durante l’ipossia, inibisce anche i canali cellulari K+, che sembra 

avere effetti protettivi sui danni molecolari dell’ipossia, diminuendo per lo più i livelli di 

monossido di Carbonio (CO), soprattutto nel miocardio [49]. 

I ROS sono stati identificati come importanti molecole di segnalazione in molti tipi 

cellulari, comprese le cellule endoteliali, e sono stati associati alla proliferazione delle 

cellule endoteliali e alla formazione di nuovi vasi in risposta a fattori di crescita incluso 

VEGF. NOX2 è in grado, attraverso l’aumento nella produzione di  ROS, di controllare 

la proliferazione delle cellule endoteliali e la neo angiogenesi. In questo caso, HIF-1α 

è un elemento centrale che promuove un meccanismo feed-forward dell'angiogenesi 

mediata dai ROS da parte dell'Urotensina-II (U-II). L'esposizione all'U-II aumenta la 

germinazione dei vasi in vitro, stimolando la proliferazione delle cellule endoteliali. I 

livelli di NOX2 sembrano essere molto elevati, quando le cellule sono esposte a U-II e 

l'U-II aumenta rapidamente i livelli di HIF-1α. Ciò significa che HIF-1α è regolato dai 

livelli di ROS e quindi da NOX2. Infatti U-II sovraregola HIF-1α che dipendeva da ROS 

e NOX2 e la generazione di ROS indotta da HIF-1α attraverso NOX2 [50]. 

 

2.3 iNOS 

 

L'ossido nitrico (NO) è un radicale libero e un'importante molecola di segnalazione 

coinvolta in molti processi cellulari, fisiologici e anche fisiopatologici. A causa delle sue 

dimensioni molto ridotte, l’NO può diffondere liberamente all’interno delle cellule. È 

prodotto da una famiglia di enzimi, chiamati “ossido nitrico sintasi” (NOS). L'NO è 

prodotto a partire dalla L-arginina e da ossigeno molecolare, con la presenza di 

NADPH come donatore di elettroni e di EME. Con una reazione ossidativa a doppio 

passaggio, la L-arginina viene convertita in L-citrullina e viene prodotto NO. La NOS si 

trova in tre diverse isoforme: NOS endoteliale (eNOS), NOS neuronale (nNOS) e NOS 

inducibile (iNOS). iNOS è coinvolto nell'infiammazione fisiopatologica e indirettamente 

in molti processi. L'induzione di iNOS è mediata da varie vie, la più importante è quella 

PIK3/Akt [50]. 
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Vi è una relazione tra l’attivazione di iNOS e HIF poiché il complesso HIF-1 stimola la 

produzione di iNOS, aumentando i livelli di NO, questo porta alla vasodilatazione e al 

rilassamento delle cellule muscolari lisce vascolari, consentendo un maggiore apporto 

di ossigeno e sostanze nutritive alle cellule. In condizioni normossiche, alti livelli di NO 

stabilizzano il complesso HIF1, mentre in un ambiente ipossico, HIF-1α è 

destabilizzato da NO. Questo comportamento si spiega con il fatto che l'O2 competa 

con l'NO per lo stesso sito di legame della COX mitocondriale. Risulta, infatti, che 

l’esposizione a breve termine all’NO stabilizzi HIF-1α, mentre l’esposizione cronica 

all’NO destabilizzi HIF-1α.  

Alcuni studi dimostrano che HIF è stabilizzato da due percorsi paralleli ossia da una 

diminuzione dell'idrossilazione prolilica di HIF dipendente dall'ossigeno e dalla S-

nitrosilazione NO-dipendente dei componenti del percorso HIF incluso HIF-α. La 

necessità di questi due percorsi complementari per l’attivazione di HIF nasce perché, 

una diminuzione dell’apporto di ossigeno può verificarsi non solo a causa della 

diminuzione dell’ossigeno ambientale, ma anche della diminuzione della capacità di 

trasportare ossigeno nel sangue, come nel caso dell’anemia. A sua volta, la 

produzione di NO è strettamente legata all’omeostasi dell’O2. L'O2 è un substrato 

chiave per la generazione di NO e influisce sull'attività enzimatica e sull'espressione 

degli enzimi che catalizzano la produzione di NO, l'ossido nitrico sintasi [52]. 

Marfella et al. [53] hanno valutato, nel loro studio, l'espressione dei geni HIF-1α, VEGF 

e iNOS nelle biopsie miocardiche di pazienti con e senza diabete di tipo 2 sottoposti a 

intervento chirurgico di by-pass. Hanno riscontrato un aumento significativo dei livelli 

di mRNA di iNOS e inoltre hanno valutato la presenza di livelli più elevati di anione 

superossido e nitrotirosina nel cuore ischemico rispetto ai pazienti non diabetici. Hanno 

concluso che il diabete amplifica lo stress ossidativo  come dimostrato dall’aumentata 

espressione di iNOS, interferendo così con i processi angiogenici. Inoltre, hanno 

rilevato una diminuzione dell’espressione di HIF-1α e VEGF in questi pazienti.  

  

2.4 VEGF 

 

VEGF è una glicoproteina eterodimerica da 40 kDa, il cui gene è situato sul 

cromosoma 6 (6p21.3) e fa parte della famiglia dei geni “VEGF/platelet-derived growth 

factor” (PDGF). VEGF è un fattore pro-angiogenetico, fondamentale per l'angiogenesi 

anche nel periodo embrionale e per la differenziazione delle cellule endoteliali dagli 

emangioblasti. Questa molecola è coinvolta in numerosi processi patologici, compresa 
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la crescita tumorale, e nei processi infiammatori (es. artrite reumatoide) ed ischemici 

[54]. L'angiogenesi è un processo che consiste in più fasi. Il segnale biologico, 

rappresentato da ischemia, perdita ematica o ipossia, incrementa l’espressione dei 

fattori pro-angiogenici, ed in particolare di VEGF. Ciò aumenta la permeabilità 

vascolare e lo stravaso delle proteine plasmatiche, formando un'impalcatura per le 

cellule endoteliali che sono migrate in loco. Queste cellule si riuniscono dapprima in 

un cordone solido, organizzandosi quindi a formare un lume. In quest'ultima fase i 

periciti e le cellule muscolari migrano e circondano il vaso appena nato per 

stabilizzarlo. VEGF si lega a recettori tirosin chinasici (VEGFR), attivando molte vie 

cellulari. VEGF, principale mediatore della crescita dei vasi sanguigni, risulta soggetto 

ad una forte regolazione da parte di HIF-1 che, in condizioni ipossiche, si accumula 

attivandosi [55]. Infatti HIF-1 stimola direttamente VEGF nelle primissime fasi della 

neoangiogenesi. HIF-1 si lega a una sequenza specifica nel gene della regione che 

induce una risposta del VEGF dopo l'ipossia [56]. VEGF, infatti, attiva l'espressione 

dei recettori Flt-1 (fms-related tyrosine kinase) o VEGFR1 e KDR (kinase insert domain 

receptor), specifici dei tessuti endoteliali, in modo che, durante questa condizione di 

ipossia, VEGF possa rimanere attaccato ad essi, inducendo lo sviluppo di nuovi vasi 

sanguigni. HIF-1 gioca un ruolo centrale nel potenziare l’espressione di Flt-1 durante 

le condizioni di ipossia potenziando, di conseguenza, l’espressione di VEGF [57]. Il 

legame con il recettore VEGFR-2 (un recettore inibitorio) viene inibito da VEGFR-1. 

Inoltre una regione adiacente alla membrana plasmatica di VEGFR-1, risulta in grado 

di compromettere l'attivazione di PI3K e la migrazione delle cellule endoteliali in 

risposta a VEGF. Sembra, quindi, che questo particolare recettore funzioni da 

trasduttore per numerose vie, dal reclutamento di citochine, chemochine e cellule 

progenitrici endoteliali, al controllo dell'emostasi e dell'emopoiesi. 

 

2.5 P2X7 

 

Nell’ambiente extracellulare l’ATP (adenosina trifosfato) può fungere da segnale di 

danno (DAMP, damage associated molecular pattern). In condizioni fisiologiche l’ATP 

non risulta presente nello spazio extracellulare,  sia perché viene immagazzinata nella 

cellula, sia perché se rilasciata è rapidamente degradata da una serie di enzimi 

extracellulari ubiquitari, quali le ecto nucelotidasi CD39 e CD73. L’ATP, infatti, si 

accumula nell’ambiente extracellulare in seguito a rilascio passivo dovuto alla 

differenza di concentrazione tra interno ed esterno della cellula, oppure in risposta a 
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varie condizioni di stress e di morte cellulare, quali l’ipossia, l’autofagia o in presenza 

di danni di membrana. Le cellule, inoltre, sono in grado di rilasciare attivamente ATP 

attraverso esocitosi vescicolare, trasportatori ABC (ATP-binding cassette) e canali di 

membrana, tra i quali si annovera il recettore P2X7. 

Il recettore P2X7 fa parte della famiglia dei recettori purinergici P2X, ossia canali di 

membrana selettivi ai cationi. Risulta essere la proteina più grande della famiglia P2X 

e, ad oggi, sono state identificate diverse isoforme che codificano per la proteina 

umana (P2X7A-J). Tra queste l’isoforma A, rappresenta il recettore classico; costituito 

da tre subunità con una lunga coda C terminale, una corta sequenza N terminale 

nonché due domini transmembrana separati da un’ampia regione glicosilata 

extracellulare, contenente il sito di legame per l’ATP. P2X7 funziona non solo da 

canale ma anche da macroporo [58]. Si comporta, infatti, a seguito di breve 

stimolazione, come un canale selettivo ai cationi Na+, Ca2+ e K+. La stimolazione 

prolungata, invece, comporta la formazione di un largo poro citolitico non selettivo 

permeabile ai grandi soluti idrofili (900 Da), con un conseguente flusso di ioni che 

depolarizzano la membrana e provocando la morte cellulare. Anche se il poro 

consente l’ingresso nella cellula di molecole di grandi dimensioni (es. cationi organici 

N-metil-D-glucamina+, etidio+ e YO-PRO-12+, anioni organici come la luciferina e la 

carbossifluoresceina) la sua apertura è reversibile [59]. P2X7 esplica la sua funzione 

solo in presenza di livelli di ATP maggiori rispetto ai componenti della sua stessa 

famiglia, attivandosi a concentrazioni millimolari di agonista che sono presenti solo in 

particolari situazioni patologiche quali il microambiente infiammatorio e tumorale [60]. 

Si ritiene che la lunga coda C terminale sia responsabile dell’apertura del poro poiché 

le forme tronche di questo recettore (P2X7B, E, G e J) non sono in grado di formarlo, 

inoltre, tra queste, solo P2X7B può formare un canale ionico funzionale, mantenendo 

l’attività trofica e perdendo quella citotossica [58,59]. P2X7 è espresso in tutti i tessuti 

del corpo: si trova nelle cellule del sistema immunitario come macrofagi, cellule 

dendritiche, monociti, linfociti, mastociti ed eosinofili ma anche in eritrociti, osteoblasti, 

osteoclasti, nelle cellule endoteliali, epiteliali, microglia, astrociti, oligodendrociti e 

cellule di Schwann [61,62]. Diversi processi pro-infiammatori sono attivati da P2X7 tra 

cui la maturazione e il rilascio di IL-1β, la formazione di specie reattive dell’ossigeno, 

l’attivazione della NOX2, il rilascio di prostaglandine, proteasi e glutammato, 

l’attivazione di fattori di trascrizione e il fenomeno dell’ipersensibilità da contatto. Il 

recettore, inoltre, è coinvolto nell’angiogenesi tumorale poiché aumentando la 
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secrezione del fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF), aumentando la 

neovascolarizzazione, e di HIF1α in molte tipologie tumorali [63,64]. 

 

2.6 A2A 

 

L'adenosina è un nucleoside composto da una molecola di adenina legata a un ribosio 

(o desossiribosio) attraverso un legame β-N9-glicosidico, che riveste una funzione 

estremamente importante nella costituzione di DNA e RNA. L’adenosina si accumula 

a partire dalla degradazione dell’ATP soprattutto a seguito di una condizione di ipossia 

o infiammazione [65]; agisce stimolando quattro recettori accoppiati a proteina G: A1, 

A2A, A2B e A3 anche detti ADORA o recettori P1 [66]. Ciascun membro della classe 

recettoriale ADORA possiede un grado di affinità differente per la molecola e 

promuove una risposta diversa a seconda della proteina G stimolata. I recettori A1 e 

A2A hanno la più alta affinità per l’adenosina, mentre A2B ha un grado di affinità 

inferiore [67]. L’ adenosina attraverso questi recettori regola la funzione delle cellule 

infiammatorie ed immunitarie. La concentrazione di adenosina può essere ridotta in 

seguito all’azione dell’adenosina chinasi che fosforila adenosina in AMP in maniera 

ossigeno-dipendente: tale reazione viene quindi inibita dall’ipossia [68]. Per quanto 

riguarda gli aspetti di regolazione immunitaria l’adenosina attraverso A2A può 

esercitare effetti immunosoppressivi su CD8+ (linfociti T citotossici) e CD4+ (linfociti T 

helper) e, inoltre, impedisce la maturazione ed esercita un effetto soppressivo sulla 

funzione delle cellule NK [69,70]. Già in passato Kobayashi et al. hanno dimostrato 

come l'adenosina moduli l’eccitabilità di membrana durante l'ipossia nelle cellule PC12 

(cellule dotate solo di recettori A2A e A2B) e che questi effetti siano mediati dall'azione 

dell'adenosina, sia sulle correnti del K+ che su quelle del Ca2+, attraverso il recettore 

A2A e una via di segnalazione intracellulare dipendente da PKA. Inoltre si è visto, nella 

ricerca sulle patologie neoplastiche, come la presenza di A2A sia interconnessa alla 

presenza di HIF1α. Infatti l'ossigenazione del tessuto tumorale previene l'inibizione 

delle cellule T reattive al tumore, attraverso l'eliminazione della segnalazione legata 

ad adenosina mediante HIF-1α [71].  

Si rileva, quindi, come l’adenosina rilasciata dalle cellule in ambienti ipossici abbia 

effetti antinfiammatori e di protezione dei tessuti, anche attraverso la modulazione 

delle funzioni dei macrofagi, come la produzione del fattore di crescita dell’endotelio 

vascolare (VEGF). Inoltre, è stato evidenziato come la formazione di adenosina e 
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l’induzione di HIF-1, in risposta all’ipossia, siano direttamente collegati con un effetto 

diretto di A2A sull’attivazione di HIF [72]. 

 

3. OBIETTIVI DELLO STUDIO 

 

Lo studio si pone l’obiettivo di valutare, mediante analisi immunoistochimica, la 

presenza di marcatori molecolari presenti a carico del tessuto polmonare in soggetti 

deceduti a seguito di asfissia meccanica violenta, confrontandoli con controlli 

selezionati tra soggetti deceduti repentinamente per causa non asfittica. Nello 

specifico si è valutata la positività nel tessuto polmonare relativamente ai seguenti 

marker: HIF1α, VEGF, iNOS, NOX2, P2X7 e A2A. 

La ricerca di tali marcatori si propone di valutare la loro utilità nei casi di pratica 

forense, ove le risultanze macroscopiche ed istologiche non siano foriere di una 

univoca determinazione causativa del decesso. La valutazione di markers 

appartenenti a diverse vie consente, altresì, di effettuare valutazioni sui meccanismi 

molecolari attivati nei casi di asfissia letale.  

 

4. MATERIALI E METODI 

4.1 Marcatori indagati  

 

La scelta dei marcatori utilizzati nel presente studio si fonda sulla sperimentazione e 

la casistica forense rilevata alla disamina della bibliografia internazionale più recente 

unitamente alla valutazione di anticorpi già testati e validati in laboratorio in pregressi 

progetti di ricerca.  

Sono stati selezionati i seguenti marcatori: 

o VEGF: VEGF (C-1) - Santa Cruz ® - è un anticorpo monoclonale murino 

sviluppato contro gli aminoacidi 1-140 del VEGF di origine umana. Numero di 

catalogo: SC7269. 

o HIF1α: HIF1α (H1α67) - Santa Cruz ® - è un anticorpo monoclonale murino 

sviluppato contro gli aminoacidi 432-528 dell’ HIF1α di origine umana. Codice 

di catalogo: SC53546. 

o iNOS: NOS2 (C-11) - Santa Cruz ® - è un anticorpo monoclonale murino 

specifico per una mappatura epitopica tra gli aminoacidi 1120-1145 vicino al 
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C-terminale di NOS2 di origine murina. È specifico per la marcatura di iNOS 

in topo, ratto e umano. Numero di catalogo: SC7271. 

o NOX2: NOX2 - Santa Cruz ® - è un anticorpo monoclonale anti NOX 2 

ottenuto da topo; riconosce la catena pesante del citocromo B245 umano, 

noto anche come gp91phox o NOX2. Codice di catalogo: SC130543. 

o P2X7:  Anti- P2X7 è un anticorpo policlonale che riconosce il dominio C 

terminale di P2X7 ottenuto in coniglio. Numero di catalogo: P8232. 

o A2A: Adenosine A2A-R Santa Cruz ® è un anticorpo monoclonale murino 

specifico per il recettore A2A dell’adenosina. Numero di catalogo: SC32261. 

 

4.2 Scelta dei casi e dei controlli 

Sono stati selezionati 28 casi (Gruppo 1) di soggetti deceduti a seguito di asfissia 

meccanica violenta, con diverse modalità (impiccamento, confinamento da “plastic 

bag”, asfissia posizionale, soffocamento), sottoposti ad autopsia presso l’Istituto di 

Medicina Legale dell’Università di Ferrara – Dipartimento di Scienza Mediche-, presso 

l’U.O.C. di Medicina Legale dell’Azienda Ospedaliera di Rilievo Nazionale e di Alta 

Specializzazione "Sant'Anna e San Sebastiano" - Caserta e presso l’Istituto di 

Medicina Legale dell’Università di Milano – Dipartimento di Scienze Biomediche per la 

Salute. Sono stati esclusi dallo studio soggetti deceduti a seguito di annegamento e 

corpi che mostravano condizioni scadenti di conservazione/stadio putrefattivo 

avanzato; sono stati inoltre esclusi quei soggetti che, all’evidenza macro e 

microscopica, mostravano segni evidenti di patologia polmonare pregressa. Si 

puntualizza che, i casi sottoposti ad indagine necrosettoria in un lasso temporale 

superiore alle 48 ore, sono stati conservati in ambiente refrigerato o congelatore.  

I casi sono relativi a soggetti sia di sesso femminile (6 casi) che maschile (22 casi), di 

età compresa tra 27 e 86 anni. Di ogni caso sono stati raccolti i dati circostanziali 

disponibili (sopralluogo giudiziario se eseguito, circostanze del ritrovamento, mezzo 

asfittico utilizzato se presente) e le risultanze delle indagini istologiche e necrosettorie 

(verbale di riscontro diagnostico o autopsia giudiziaria). La causa della morte è stata 

determinata sulla base delle evidenze raccolte in sede di ispezione cadaverica 

esterna, dei dati macroscopici evidenziabili alla necrosezione e delle risultanze delle 

indagini istologiche e effettuate. I campioni istologici sono tutti pervenuti all’Istituto di 

Medicina Legale di Ferrara dove sono state realizzate le indagini di laboratorio per il 
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presente studio. I casi raccolti sono stati anonimizzati mediante l’utilizzo di una sigla 

alfanumerica assegnata in maniera sequenziale.  

La sintesi della casistica raccolta viene schematizzata in Tabella 1. 

 

Casi PMI Sesso Età Modalità del decesso 

As1 4 gg M 45 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As2 15 gg M 86 plastic bag suffocation 

As3 3 gg M 82 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As4 10 gg F 37 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As5 2 gg M 46 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As6 2 gg M 43 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As7 4 gg M 83 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As8 4 gg M 27 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As9 7 gg M 36 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As10 3 gg F 80 plastic bag suffocation 

As11 4 gg M 76 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As12 6 gg M 40 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As13 4 gg M 56 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As14 5 gg M 58 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As15 3 gg F 29 asfissia meccanica da 

impiccamento 

Tabella 1: sono riportate le caratteristiche principali dei casi selezionati ed inseriti nel 

Gruppo 1. Nelle colonne da sinistra a destra si trovano: sigla alfanumerica identificante 

il campione con andamento progressivo, tempo intercorso tra il decesso e l’indagine 

necrosettoria (PMI), sesso, età, modalità del decesso identificata mediante la 

ricognizione cadaverica esterna, l’autopsia/riscontro diagnostico e le successive 

indagini istologiche. 
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As16 4 gg F 58 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As17 2 gg F 75 asfissia meccanica da 

soffocamento 

As18 2 gg M 61 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As19 2 gg M 41 asfissia da intasamento per bolo 

alimentare 

As20 2 gg M 68 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As21 4 gg F 52 meccanismo combinato: 

soffocamento con mezzo soffice e 

immobilizzazione del mantice 

toracico 

As22 3 gg M 47 asfissia da immobilizzazione del 

mantice toracico 

As23 3 gg M 29 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As24 5 gg M 42 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As25 4 gg M 75 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As26 2 gg M 64 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As27 4 gg M 46 asfissia meccanica da 

impiccamento 

As28 4 gg M 65 asfissia meccanica da 

impiccamento 

 

Nel gruppo dei controlli (Gruppo 2) sono stati inseriti 10 soggetti deceduti 

repentinamente di cui 8 deceduti per singolo colpo d’arma da fuoco al capo e 2 

deceduti a seguito di morte improvvisa di cui uno su base aritmica ed uno a seguito di 

profusa emorragia cerebrale spontanea. Tutti i controlli sono stati sottoposti alle 

medesime valutazioni riservate al gruppo dei casi (ricognizione cadaverica esterna, 

autopsia giudiziaria o riscontro diagnostico, esame istologico dei campioni tissutali 

prelevati). Le indagini cadaveriche del secondo gruppo sono state effettuate presso 

l’Istituto di Medicina Legale dell’Università di Ferrara – Dipartimento di Scienza 

Mediche-  e presso l’Istituto di Medicina Legale dell’Università di Milano – Dipartimento 

di Scienze Biomediche per la Salute. Anche per il gruppo dei controlli sono stati esclusi 

soggetti con patologie polmonari macroscopicamente o istologicamente manifeste e 

cadaveri in avanzato stadio di decomposizione. Il Gruppo 2 contiene soggetti di sesso 
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maschile (9) e femminile (1), di età compresa tra 13 e 55 anni. Anche nel gruppo dei 

controlli sono state raccolte informazioni utili a determinare la causa dell’exitus: dati 

circostanziali, rilievi cadaverici esterni, verbale di necrosezione, risultanze delle 

indagini istologiche effettuate. Per ogni soggetto sono stati raccolti frammenti di 

tessuto polmonare, pervenuti tutti presso l’Università degli Studi di Ferrara, 

successivamente anonimizzati mediante l’utilizzo di una sigla alfanumerica. Anche per 

il Gruppo 2 è stato portato avanti il medesimo protocollo di indagini 

immunoistochimiche realizzate per il primo gruppo. I dati relativi ai controlli sono 

schematizzati in Tabella 2. 

Controlli PMI Sesso Età Modalità del 

decesso 

Ctr1 4 gg M 30 Singolo CAF al capo 

Ctr2 3 gg M 35 Singolo CAF al capo 

Ctr3 3 gg M 55 Singolo CAF al capo 

Ctr4 5 gg F 46 Morte cardiaca 

improvvisa in DIV 

Ctr5 3 gg M 54 Singolo CAF al capo 

Ctr6 3 gg M 37 Singolo CAF al capo 

Ctr7 4 gg M 29 Singolo CAF al capo 

Ctr 8 3 gg M 29 Singolo CAF al capo 

Ctr9  3 gg M 55 Singolo CAF al capo 

Ctr10 2 gg M 13 Emorragia cerebrale 

spontanea 

 

4.3 Analisi Immunoistochimica 

Questa tipologia di indagine laboratoristica consiste nella localizzazione di particolari 

molecole bersaglio localizzate a carico delle strutture cellulari, legando su di esse le 

immunoglobuline. Gli anticorpi utilizzati, specifici per ogni antigene ricercato, possono 

essere monoclonali o policlonali. Gli anticorpi monoclonali sono una popolazione 

Tabella 2: sono riportate le caratteristiche principali dei controlli selezionati ed inseriti 

nel Gruppo 2. Nelle colonne da sinistra a destra si trovano: sigla alfanumerica 

identificante il campione con andamento progressivo, tempo intercorso tra il decesso e 

l’indagine necrosettoria (PMI), sesso, età, modalità del decesso identificata mediante la 

ricognizione cadaverica esterna, l’autopsia/riscontro diagnostico e le successive 

indagini istologiche. Nell’ultima colonna leggasi: “CAF” colpo d’arma da fuoco; “DIV” 

difetto inter-ventricolare. 
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omogenea di immunoglobuline dirette contro un singolo epitopo. Sono generati da un 

singolo clone di cellule B fuso con una linea cellulare di mieloma; per la maggior parte 

si tratta di derivati murini o di coniglio. Gli anticorpi policlonali sono, invece, una 

popolazione eterogenea di immunoglobuline dirette contro più epitopi di una proteina. 

Vengono prodotti a seguito dell'immunizzazione di animali con l'antigene di interesse. 

Di routine, l'operatore utilizza immunoglobuline legate a un enzima per sviluppare un 

prodotto colorato nel sito della reazione antigene-anticorpo. Il colore della reazione 

permette di visualizzare il legame avvenuto e dipende dal cromogeno utilizzato. 

 

4.4 Metodica utilizzata 

Ogni campione selezionato è stato precedentemente valutato con colorazione 

istochimica standard ematossilina-eosina, al fine di valutare le caratteristiche 

istologiche del campione, la congruenza dei reperti istologici con la causa del decesso 

attribuita in sede autoptica, e l’esclusione di ulteriori patologie polmonari. 

Per il presente studio la colorazione con metodo immunoistochimico è stata eseguita 

su campioni fissati in formalina tamponata al 10%, conservati per un periodo congruo 

alla fissazione, e successivamente inclusi in paraffina. Le sezioni sono state ottenute 

mediante taglio al microtomo allo spessore di 5 µm. Le sezioni di tessuto sono state  

quindi sparaffinate attraverso l’immersione successiva in bagni contenenti 

isoparaffina, successivamente in un bagno di alcool 100%, quindi in alcool 90% ed a 

seguire in una soluzione di alcool 90% e perossido di idrogeno per circa 20 minuti. 

Infine sono stai immersi in alcool 70% e passati brevemente in acqua distillata. 

Successivamente i vetrini sono stati lavati con tampone fosfato salino (PBS). Si è 

proceduto, dunque, allo smascheramento antigenico utilizzando soluzioni che 

differiscono nei protocolli per i diversi anticorpi. Per quanto riguarda P2X7, A2A,  NOX2 

e iNOS si utilizza come pretrattamento una soluzione 1:10 di acido citrico ed acqua 

distillata: i vetrini immersi nella soluzione sono riscaldati in microonde per due cicli di 

4 minuto e quindi lasciati raffreddare. Per HIF1α il pretrattamento consiste 

nell’immersione e successivo riscaldamento in microonde (4 minuti per due cicli) in 

una soluzione di EDTA (acido etilendiamminotetraacetico) e acqua distillata (1:100). Il 

pretrattamento per VEGF viene, invece, effettuato immergendo a temperatura 

ambiente le sezioni, in una soluzione di PK (Protein Kinase) e PBS (400 µl ogni 50 ml 

di PBS). Si sciacquano, quindi, abbondantemente le sezioni con PBS. 
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Quindi le sezioni sono ricoperte con un siero di blocco formato da BSA (Albumina 

Sierica Bovina) per un periodo di circa 20 minuti. Al termine, si elimina l’eccesso di 

BSA senza risciacquo del vetrino. Si può quindi procedere con l’aggiunta dell’anticorpo 

primario con diluizione specifica, in siero di blocco, a seconda di protocolli 

laboratoristici già precedentemente validati. Le diluizioni degli anticorpi utilizzati sono 

riassunte in Tabella 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il complesso antigene-anticorpo che si forma in quest’ultima reazione non è di per sé 

visibile. Serve quindi l’utilizzo di marcatori possano evidenziarne la formazione. La 

tecnica utilizzata prevede l’uso di un anticorpo secondario e di un cromogeno che si 

lega a questi evidenziando la formazione di un complesso immune. Si ottiene, quindi, 

un precipitato colorato e insolubile, visibile al microscopio, che marca il sito in cui è 

avvenuta la reazione Ag-Ab. 

Quindi, dopo aver lasciato agire a temperatura ambiente l’anticorpo primario per circa 

2 ore, si è effettuato un lavaggio abbondante delle sezioni con PBS. Il vetrino è stato 

quindi nuovamente incubato con l’anticorpo secondario biotinilato (kit 4plus HRP 

Universal Detection – BIOCARE®) per 15 minuti a temperatura ambiente. Dopo un 

ulteriore lavaggio con PBS il preparato è stato nuovamente incubato con il complesso 

Streptoavidina-Perossidasi per ulteriori 15 minuti. Al termine dell’incubazione le sezioni 

sono state nuovamente lavate con PBS, ed è stata successivamente aggiunta una 

soluzione contenente il cromogeno DAB - 3,3'-Diaminobenzidina- (kit 4plus HRP 

Tipo di anticorpo Diluizione 

NOX2 (Santa Cruz ®) 1:100 

iNOS (Santa Cruz®) 1:100 

HIF-1α (Santa Cruz®) 1.100 

VEGF (Santa Cruz®) 1:300 

P2X7 (Sigma-Aldrich®) 1:100 

A2A (Santa Cruz®) 1:100 

Tabella 3. La tabella riassume gli anticorpi selezionati con le relative metodiche di 

laboratorio utilizzate per le indagini. 
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Universal Detection – BIOCARE®). La reazione è stata bloccata immergendo il 

campione in acqua distillata. I vetrini sono stati successivamente contrastati in 

ematossilina al fine di far emergere i nuclei. Terminato il procedimento si è effettuata 

la disidratazione attraverso bagni successivi a concentrazioni crescenti di alcol e quindi 

il nuovo passaggio in isoparaffina. Ultimata la procedura si è proceduto a montaggio 

del vetrino ed all’osservazione in microscopia ottica. Il microscopio ottico utilizzato è il 

Nikon Eclipse E90i, mediante il programma NIS – Elements F. Le immagini sono state 

acquisite mediante una macchina fotografica digitale (Nikon) collegata al microscopio 

ad ingrandimento standard per ogni sezione (40x). I parametri per l’acquisizione delle 

immagini sono stati stabiliti all’inizio dell’osservazione e mantenuti costanti per tutte le 

immagini.  

 

4.5 Lettura mediante il software QuPath 

QuPath è un software open source che permette di analizzare specificamente 

immagini istologiche. La peculiarità del software consiste nel fatto di poter 

specificamente selezionare delle attività a seconda del tipo di colorazione realizzata 

sul vetrino (es. H&E per ematossilina eosina, DAB per immunoistochimica ecc.) 

ottimizzando il contrasto. Il software consente di caricare un progetto comprendente 

una o più immagini che si vogliono analizzare con le medesime impostazioni. Come 

per altri software di image processing (es. ImageJ), anche QuPath permette di 

effettuare statistiche o ricerche di immagini con un meccanismo di conteggio pixel. 

L’utilizzo del programma è particolarmente utile quando si tratti di ricercare cellule 

marcate con una particolare colorazione poiché consente, innanzitutto, di dividere la 

singola acquisizione fotografica in più campi da analizzare singolarmente o 

successivamente. Si può, quindi, selezionare un range dimensionale per la ricerca di 

cellule o aree che presentino una data marcatura che viene impostata di volta in volta 

dall’utilizzatore. Ai fini della determinazione della immunopositività si possono 

impostare differenti “threshold” che corrispondano ad una positività più o meno 

marcata. Il programma permette quindi di contare le cellule o le zone di maggiore 

marcatura rispetto al background identificandole anche a seconda dell’intensità della 

marcatura stessa.  

In un primo momento si è tentato l’utilizzo del software QuPath al fine di ottenere una 

lettura dei preparati immunoistochimici che fosse il più possibile oggettiva e 

riproducibile nel tempo. Si sono effettuate diverse prove modificando le impostazioni 
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di riconoscimento pixel riscontrando, tuttavia, risultati molto differenti tra i diversi 

preparati e tra i diversi marcatori utilizzati.  

Dunque, sebbene il programma si presti proficuamente all’indagine di molti preparati 

istologici, il suo utilizzo risulta complesso in casi in cui le cellule non appaiano 

perfettamente delimitate dallo sfondo, per la natura del frammento istologico o per la 

presenza di una marcatura non particolarmente pulita. Tale peculiarità rende spesso 

inutilizzabile il software nei campioni di origine forense che, per fenomeni post mortali 

di degradazione tissutale, mostrino delle marcature imperfette. Inoltre, la ricerca per 

cellule, non sempre è risultata precisa poiché il software mostrava la tendenza a 

riconoscere come cellule anche artefatti o depositi tissutali. 

In ragione di tali osservazioni si è ritenuto più corretto procedere alla valutazione dei 

preparati mediante analisi semiquantitativa al fine di ottenere una valutazione uniforme 

per tutti i preparati ed i campioni. 

 

 

Figura 1. Schermata di lavoro del software QuPath. In alto è mostrata la barra di lavoro 

con i possibili strumenti da utilizzare. Nella colonna di sinistra alcune impostazioni 

parametriche da fissare per le aree inserite nel progetto. A destra l’immagine 

microscopica acquisita e caricata nel progetto di lavoro; il riquadro delimita la selezione 

su cui si è scelto di lavorare. In rosso le marcature che il programma identifica, all’interno 

del riquadro di lavoro, come rispondenti ai parametri precedentemente impostati. 
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4.6 Lettura dei preparati ed analisi semiquantitativa 

Tutti i preparati sono stati letti al microscopio ottico in cieco e valutati per la positività 

alla marcatura immunoistochimica da due diversi valutatori in cieco. La valutazione 

semiquantitativa è stata effettuata attribuendo un valore di positività, più o meno 

elevato, ad una medesima immagine fotografica, per ciascun preparato istologico. 

L’intensità dell’immunopositività è stata convenzionalmente espressa su una scala da 

0 a 3000 come segue: 

Valore 0: − , nessuna immunoreattività  

Valore 500:  + /–, immunopositività basale  

Valore 1000: + , immunopositività lieve/isolata  

Valore 2000: + + , immunopositività discretamente diffusa 

Valore 3000: + + + , immunopositività diffusa  

 

In caso di punteggi divergenti, un terzo investigatore era chiamato in causa al fine di 

valutare il punteggio finale di immunopositività da attribuire all’immagine. 

 

4.7 Valutazione statistica 

È stata condotta un'analisi statistica per confrontare i dati di laboratorio ottenuti. Per 

ciascun preparato, dopo la lettura semiquantitativa, è stato assegnato un valore 

numerico corrispondente alla positività, uniforme per tutti i casi ed i controlli (positività 

pari a “–” corrisponde al valore 0; “+” corrisponde al valore 1000; “++” corrisponde al 

valore 2000, “+++” corrisponde al valore 3000; un valore intermedio di 500 è stato 

assegnato per la positività intermedia “+/-”). Per tutti i gruppi di casi e controlli è stato 

considerato il valore medio ottenuto dalle letture dei diversi valutatori in cieco. L’analisi 

statistica è stata effettuata utilizzando il software GraphPad Prism® 10.20 per 

Windows. L’analisi condotta ha confrontato per ciascun anticorpo, i dati ottenuti dalla 

lettura semiquantitativa per il Gruppo 1 (asfissie) e per il Gruppo 2 (controlli). I dati 

sono stati controllati per verificarne la normalità e analizzati utilizzando un T-test non 

appaiato a due code. Il T-test non appaiato risulta utile in quei casi in cui si debbano 

confrontare due gruppi. Il T-test non appaiato lavora comparando le differenze tra le 

medie con un errore standard delle differenze dei due gruppi. Viene considerato 

statisticamente significativo un p-value <0.05 con un intervallo di confidenza del 95%. 

La significatività statistica viene attribuita, in base al valore p, come di seguito riportato: 

p-value ≤ 0.001 il test appare estremamente significativo, indicato graficamente con 
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***, se il p-value risulta in un range tra 0.001 e 0.01 il test appare molto significativo ed 

è indicato graficamente con ** , se il p-value si attesta in un range tra 0.01 e 0.05 il test 

può essere considerato significativo, ed è graficamente segnalato con *.  

Confrontati i singoli gruppi si è successivamente effettuato un test “ANOVA ad una via” 

confrontando i dati complessivi per ogni anticorpo testato. Il test ANOVA a una via 

viene utilizzato per valutare la presenza di differenze significative tra gruppi di dati. 

Il software GraphPad Prism® 10.20 per Windows fornisce anche la riproduzione 

grafica dei della valutazione statistica effettuata. 

 

5. RISULTATI 

Per ogni campione (28 casi) appartenente al Gruppo 1 è stato valutato un preparato 

con metodica immunoistochimica per ogni anticorpo selezionato (HIF1α, VEGF, 

NOX2, iNOS, A2A, P2X7) per un totale di 168 preparati. Gli stessi anticorpi sono stati 

testati per il Gruppo 2 (10 controlli) per un totale di 60 preparati. Nella Tabella 4 sono 

riportati i risultati della valutazione semiquantitativa dei preparati per i due gruppi 

analizzati (valore medio) unitamente alle valutazioni statistiche effettuate tra i due 

gruppi, riportandone la significatività statistica. 

 

 

Anticorpo 

 

Gruppo 1 (casi) 

 

Gruppo 2 (controlli) 

Significatività 

statistica 

Gruppo1 vs Gruppo2 

HIF1α +++/- + *** 

VEGF +++ + *** 

NOX2 +++/- ++/- *** 

Tabella 4: Lettura semiquantitativa e analisi statistica della valutazione immunoistochimica 

nei campioni polmonari esaminati. Nella prima colonna sono elencati i marcatori studiati, 

nella seconda colonna la positività media alla lettura semiquantitativa per il “Gruppo 1”, 

nella terza colonna la positività media alla lettura semiquantitativa per il “Gruppo 2”, nella 

quarta colonna la comparazione statistica tra i due gruppi con l’indicazione della 

significatività statistica.  Considerato p< 0,05 statisticamente significativo, sono espressi 

con *** p-value <0,0001 e con **p-value in un range tra 0.001 e 0.01  

 



37 
 

iNOS +++/- ++/- ** 

A2A +++- ++/- *** 

P2X7 +++ + *** 

 

I risultati dei confronti tra i due gruppi (Gruppo 1 casi e Gruppo 2 controlli) al T-test, 

mostrano una differenza statisticamente significativa per i marcatori testati (HIF1α, 

VEGF, NOX2, iNOS, A2A, P2X7) mostrando un p-value <0.05. Di seguito vengono 

riportati i risultati ottenuti attraverso la valutazione della immunopositività con analisi 

semiquantitativa divisi per singolo marcatore e relativo anticorpo; sono, inoltre, 

riportate le rappresentazioni grafiche delle analisi statistiche effettuate unitamente ad 

alcune delle immagini istologiche ottenute per ogni anticorpo testato. 

 

HIF1α 

La lettura dei preparati istologici realizzati con l’anticorpo anti-HIF1α ha mostrato una 

intensa positività (tra ++ “immunopositività discretamente diffusa” a +++ 

“immunopositività diffusa”, con un solo caso di positività intermedia tra + 

“immunopositività lieve/isolata” e ++) per tutti i campioni inseriti nel gruppo dei casi 

(Gruppo 1: morti asfittiche violente). La positività è risultata nettamente inferiore nel 

gruppo dei controlli (Gruppo 2) (da – “nessuna immunoreattività” a ++/- intermedia tra 

“immunopositività lieve/isolata” e “immunopositività discretamente diffusa”, con un solo 

caso in cui la positività si assestava a ++ “immunopositività discretamente diffusa”).  

L’analisi statistica effettuata mediante T-test non appaiato a due code ha riportato una 

differenza statisticamente significativa tra il gruppo dei casi ed il gruppo dei controlli 

mostrando un p-value <0,0001 con un intervallo di confidenza del 95% (t=7,934, 

df=36). 

In Figura 2 sono riportate le immagini acquisite ad ingrandimento 40x di due casi 

(Gruppo 1), in alto nella figura ed un controllo (Gruppo 2), in basso nella figura. A 

seguire è riportata la rappresentazione grafica dell’analisi statistica effettuata con 

l’indicazione della Deviazione Standard e del p-value.  
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Figura 2. Acquisizioni fotografiche ad ingrandimento 40x di preparati istologici di polmone. 

Reazione immunoistochimica per HIF1α, le due immagini in alto nel pannello mostrano la 

positività di due casi del Gruppo 1 – a sinistra caso As5 e a destra caso As4- in basso nel 

pannello la reazione per due controlli (Gruppo 2) – a sinistra il controllo Ctr4 e a destra il 

controllo Ctr9. Inferiormente al pannello fotografico il grafico mostra l’analisi statistica con 

il confronto tra Gruppo 1 e Gruppo 2; in alto è esposto il p-value e le barre d’errore mostrano 

la deviazione standard. 
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VEGF 

La valutazione dell’immunopositività per l’anticorpo anti-VEGF è risultata intensa per 

tutti i campioni inseriti nel Gruppo 1 ossia le morti asfittiche violente (tra ++ 

“immunopositività discretamente diffusa” a +++ “immunopositività diffusa“). La 

positività è risultata inferiore nel gruppo dei controlli (Gruppo 2) con valori da + 

“immunopositività lieve/isolata” a ++ “immunopositività discretamente diffusa”, con un 

solo caso in cui la positività si assestava a +/- dunque un valore di “immunopositività 

basale”. 

L’analisi statistica effettuata mediante “T-test non appaiato” ha riportato una differenza 

statisticamente significativa tra il gruppo dei casi ed il gruppo dei controlli mostrando 

un p-value <0,0001 con un intervallo di confidenza del 95% (t=9,007, df=36). 

In Figura 3 sono riportate le uisizioni ad ingrandimento 40x per due casi (Gruppo 1), in 

alto nella figura e due controlli (Gruppo 2), in basso nella figura. Viene riportata la 

rappresentazione grafica dell’analisi statistica effettuata con l’indicazione della 

Deviazione Standard e del p-value ottenuto nel confronto tra i due gruppi. 
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NOX2 

La lettura dei preparati istologici realizzati con l’anticorpo anti-NOX2 ha mostrato una 

intensa positività (tra ++ “immunopositività discretamente diffusa” a +++ 

“immunopositività diffusa “, con un solo caso di positività intermedia tra + 

“immunopositività lieve/isolata”e ++) per tutti i campioni inseriti nel gruppo dei casi 

(Gruppo 1). L’immunoreattività appariva meno marcata nel gruppo dei controlli 

(Gruppo 2) (da + “immunopositività lieve/isolata” a ++ “immunopositività discretamente 

diffusa”).  

L’analisi statistica effettuata mediante “T-test non appaiato” ha riportato una differenza 

statisticamente significativa tra il Gruppo 1 ed il Gruppo 2 dei controlli mostrando un p-

value <0,0001 con un intervallo di confidenza del 95% (t=6,225, df=36). 

In Figura 4 sono presentate alcune immagini acquisite ad ingrandimento 40x di due tra 

i casi (Gruppo 1), in alto nella figura e due controlli (Gruppo 2), in basso nella figura. A 

seguire il grafico riporta l’analisi statistica effettuata con l’indicazione della Deviazione 

Standard e del p-value.  
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Figura 3. Acquisizioni fotografiche ad ingrandimento 40x di preparati istologici di polmone. 

Reazione immunoistochimica per VEGF, le due immagini in alto nel pannello mostrano la 

positività di due casi del Gruppo 1 – a sinistra caso As18 e a destra caso As15- in basso 

nel pannello la reazione per due controlli (Gruppo 2) – a sinistra il controllo Ctr10 e a destra 

il controllo Ctr6. Inferiormente al pannello fotografico il grafico mostra l’analisi statistica con 

il confronto tra Gruppo 1 e Gruppo 2; in alto è esposto il p-value e le barre d’errore mostrano 

la deviazione standard. 
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Figura 4. Acquisizioni fotografiche ad ingrandimento 40x di preparati istologici di polmone. 

Reazione immunoistochimica per NOX2, le due immagini in alto nel pannello mostrano la 

positività di due casi del Gruppo 1 – a sinistra caso As18 e a destra caso As15- in basso 

nel pannello la reazione per due controlli (Gruppo 2) – a sinistra il controllo Ctr10 e a destra 

il controllo Ctr6. Inferiormente al pannello fotografico il grafico mostra l’analisi statistica con 

il confronto tra Gruppo 1 e Gruppo 2; in alto è esposto il p-value e le barre d’errore mostrano 

la deviazione standard. 
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iNOS 

La lettura dei preparati istologici realizzati con l’anticorpo anti-iNOS ha mostrato una 

discreta immunopositività con valori molto variabili tra + “immunopositività lieve/isolata” 

e +++ “immunopositività diffusa “ per i campioni inseriti nel gruppo dei casi (Gruppo 1: 

morti asfittiche violente). La positività è risultata comunque inferiore nel gruppo dei 

controlli (Gruppo 2) (da + “immunopositività lieve/isolata” a ++ “immunopositività 

discretamente diffusa”, con un solo caso in cui la positività si assestava a +++ 

“immunopositività diffusa”).  

L’analisi statistica effettuata mediante “T-test non appaiato” ha comunque riportato una 

differenza statisticamente significativa tra il gruppo dei casi ed il gruppo dei controlli 

mostrando un p-value pari a 0,0026, con un intervallo di confidenza pari al 95% 

(t=3,233, df=36). 

In Figura 5 sono riportate le immagini acquisite ad ingrandimento 40x di due casi di 

asfissia meccanica violenta (Gruppo 1), posizionati in alto nella figura; in basso due 

acquisizioni del gruppo dei controlli. Di seguito la rappresentazione grafica dell’analisi 

statistica effettuata con l’indicazione della Deviazione Standard e del p-value.  
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A2A 

La lettura dei preparati istologici realizzati con l’anticorpo anti-A2A ha mostrato una 

positività estremamente variabile (tra + “immunopositività lieve/isolata” a +++ 

“immunopositività diffusa “, per i campioni inseriti nel gruppo dei casi (Gruppo 1). 

L’immunoreattività appariva comunque sempre presente ma meno marcata nel gruppo 

dei controlli (Gruppo 2) con valori alla lettura semiquantitativa da + “immunopositività 

lieve/isolata” a ++ “immunopositività discretamente diffusa”).  

L’analisi statistica effettuata mediante “T-test non appaiato” mostrava una differenza 

statisticamente significativa tra il Gruppo 1 dei casi ed il Gruppo 2 dei controlli con un 

p value <0,0001 con un intervallo di confidenza del 95% (t=5,701, df=36). 

In Figura 6 sono presentate due tra le immagini acquisite ad ingrandimento 40x per il 

Gruppo 1, in alto nella figura ed una tra le immagini acquisite nel Gruppo 2, gruppo dei 

controlli, in basso nella figura. A seguire il grafico riporta l’analisi statistica effettuata 

con l’indicazione della Deviazione Standard e del p-value. 
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Figura 5. Acquisizioni fotografiche ad ingrandimento 40x di preparati istologici di polmone. 

Reazione immunoistochimica per iNOS, le due immagini in alto nel pannello mostrano la 

positività di due casi del Gruppo 1 – a sinistra caso As22 e a destra caso As23- in basso 

nel pannello la reazione per due controlli (Gruppo 2) – a sinistra il controllo Ctr2 e a destra 

il controllo Ctr7. Inferiormente al pannello fotografico il grafico mostra l’analisi statistica con 

il confronto tra Gruppo 1 e Gruppo 2; in alto è esposto il p-value e le barre d’errore mostrano 

la deviazione standard. 
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Figura 6. Acquisizioni fotografiche ad ingrandimento 40x di preparati istologici di polmone. 

Reazione immunoistochimica per A2A, le due immagini in alto nel pannello mostrano la 

positività di due casi del Gruppo 1 – a sinistra caso As27 e a destra caso As26- in basso 

nel pannello la reazione per due controlli (Gruppo 2) – a sinistra il controllo Ctr7 e a destra 

il controllo Ctr10. Inferiormente al pannello fotografico il grafico mostra l’analisi statistica 

con il confronto tra Gruppo 1 e Gruppo 2; in alto è esposto il p-value e le barre d’errore 

mostrano la deviazione standard. 
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P2X7 

La lettura dei preparati istologici realizzati con l’anticorpo anti-P2X7 ha mostrato una 

elevata immunopositività con valori tra ++ “immunopositività discretamente diffusa” e 

+++ “immunopositività diffusa“, per i campioni inseriti nel Gruppo 1. L’immunoreattività 

appariva sicuramente meno marcata nel gruppo dei controlli (Gruppo 2) con valori alla 

lettura semiquantitativa da +/- “immunopositività basale” a + “immunopositività 

lieve/isolata” con un solo valore pari a ++ “immunopositività discretamente diffusa”.  

L’analisi statistica effettuata mediante “T-test non appaiato” mostrava una differenza 

statisticamente significativa tra il Gruppo 1 ed il Gruppo 2m presentando un  p value 

<0,0001 con un intervallo di confidenza del 95% (t=11,53, df=36). 

In Figura 7 due acquisizioni ad ingrandimento 40x tra quelle effettuate per il Gruppo 1, 

in alto nella figura ed una tra le immagini acquisite nel Gruppo 2, gruppo dei controlli, 

in basso nella figura. A seguire la rappresentazione grafica dell’analisi statistica con 

l’indicazione della Deviazione Standard e del p-value. 
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A seguito del riscontro di una differenza significativa per l’immunopositività di ogni 

singolo marcatore, si sono tra loro confrontati i diversi marcatori testati. In figura 7 sono 

espressi i valori riassuntivi di immunopositività per tutti i marcatori testati, ottenuta 

mediante il test ANOVA a una via. La rappresentazione grafica permette di confrontare 

i livelli di positività basale dei campioni (controlli) rispetto ai casi, per ciascun marker 

testato. Appare evidente la maggior positività basale di alcuni markers con particolare 

riferimento a iNOS e NOX2, rispetto a marker meno significativamente espressi a 

livello basale come HIF1α e P2X7. 

 

 

 

 

Figura 7. Acquisizioni fotografiche ad ingrandimento 40x di preparati istologici di polmone. 

Reazione immunoistochimica per P2X7, le due immagini in alto nel pannello mostrano la 

positività di due casi del Gruppo 1 – a sinistra caso As17 e a destra caso As25- in basso 

nel pannello la reazione per due controlli (Gruppo 2) – a sinistra il controllo Ctr1 e a destra 

il controllo Ctr7. Inferiormente al pannello fotografico il grafico mostra l’analisi statistica con 

il confronto tra Gruppo 1 e Gruppo 2; in alto è esposto il p-value e le barre d’errore mostrano 

la deviazione standard. 
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6. DISCUSSIONE  

Il presente lavoro si propone di ricercare un pannello di marcatori e relativi anticorpi 

che possano risultare utili ad una valutazione immunoistochimica di preparati umani di 

interesse forense, nei casi di decesso per asfissia meccanica violenta. La presente 

ricerca si basa sulla necessità di poter dimostrare, con metodiche di laboratorio 

standardizzate, oggettive e ripetibili, la presenza di marcatori tissutali, a livello 

polmonare, attivati nelle fasi di ipossia dovute alla deprivazione di ossigeno. Tale 

indagine risulterebbe di sicura utilità nei casi di asfissie con scarsi o nulli riscontri lesivi 

riconducibili ad una dinamica violenta (es. soffocamento con mezzo morbido) o 

quando la causa della morte sia dubbia (dinamica combinata). 

A tale scopo si sono analizzati retrospettivamente casi di asfissie meccaniche violente 

realizzatesi con diverse modalità (impiccamento, confinamento da “plastic bag”, 

soffocamento, asfissia da immobilizzazione del mantice toracico, intasamento e 
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Figura 8: nel grafico a colonne sono espressi i valori medi di immunopositività, 

raggruppati per marker, sia nel Gruppo 1 (casi) che nel Gruppo 2 (controlli), 

mediante confronto statistico realizzato con il test ANOVA a una via. Le barre 

d’errore rappresentano la deviazione standard. 
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meccanismo combinato) confluite presso diversi Istituti di Medicina Legale del territorio 

Italiano (sedi di Ferrara, Caserta e Milano). Il materiale istologico raccolto (frammenti 

di tessuto polmonare) è stato analizzato con metodica immunoistochimica presso 

l’Università degli Studi di Ferrara. Le indagini si sono concentrate sulla ricerca di 

biomarcatori HIF1α, VEGF, NOX2, iNOS, A2A, P2X7, già testati in passato e validati 

per l’utilizzo su campione umano [22,73–75]. Casi di morte per encefalopatia acuta da 

singolo colpo d’arma da fuoco al capo (8), emorragia cerebrale massiva (1) e morte 

aritmica improvvisa (1) sono stati utilizzati come controlli al fine di determinare la 

positività basale dei marcatori. 

I dati di laboratorio mostrano, come atteso, un’intensa immunoreattività nel gruppo dei 

casi (Gruppo 1) per HIF1α rispetto al gruppo dei controlli. Le marcature, infatti, hanno 

mostrato una positività molto intensa alla lettura semiquantitativa dei preparati, con 

una significatività statistica rilevante. 

L’aumento di HIF1α è dovuto alla sua stabilizzazione nel citoplasma, e successiva 

traslocazione nel nucleo, legata alla condizione di ipossia. Qui dimerizza con HIF-1β, 

diventando un dimero trascrizionalmente attivo, che agisce legandosi alle sequenze 

HRE, stimolando diverse vie cellulari di risposta all’ipossia (eritropoiesi, angiogenesi, 

glicolisi e vasomodulazione ecc). Alcuni studi hanno dimostrato sperimentalmente 

nell’animale l’aumento dei livelli di HIF1α espressi dalle cellule endoteliali arteriose 

polmonari in condizioni ipossiche [18,76]. Rari sono, tuttavia, gli studi che ne 

dimostrino la correlazione con l’asfissia nel campione forense [22]. I risultati del 

presente studio indicano, come atteso, in HIF1α, un ottimo marcatore 

immunoistochimico ai fini della definizione laboratoristica delle morti asfittiche. 

Il riscontro di un aumento di HIF1α portava anche a suppore che vi potesse essere 

una correlazione con altri fattori correlati alle alterazioni cellulari legate all’ipossia. Tra 

questi uno dei più interessanti risulta sicuramente essere VEGF, un fattore 

angiogenetico soggetto ad una forte regolazione da parte di HIF-1. HIF-1, infatti, 

quando si accumula nella cellula, ossia durante le condizioni di ipossia, agisce 

potenziando l’espressione dei recettori del VEGF, potenziando, di conseguenza, 

l’espressione di VEGF e , quindi, l’angiogenesi [56,57].  

Tale aumento di VEGF appare evidente, secondo i risultati immunoistochimici, del 

presente studio, in ragione della differenza significativa che si è riscontrata nelle 

marcature immunoistochimiche nei casi (Gruppo 1) rispetto ai controlli (Gruppo 2). 

L’immunopositività nei campioni asfittici appariva, infatti, marcata, con una 

significatività statistica elevata nel confronto con i controlli. 
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Nello studio delle asfissie un ruolo importante riveste sicuramente lo stress ossidativo. 

Per questo motivo si sono indagati, nel pattern di markers proposti, i due marcatori 

NOX2 e iNOS. NOX2 risulta essere una proteina della famiglia NOX o NADPH 

ossidasi, trasportatori di elettroni, tra i maggiori produttori di specie reattive 

dell’ossigeno. NOX2, in particolare, è presente particolarmente sui fagociti e sulle 

cellule endoteliali. Com’è noto anche la produzione di ROS è fortemente influenzata 

dall’ipossia. Infatti durante l'ipossia, l’aumento dei ROS, è responsabile della 

stabilizzazione di HIF-1α attraverso l'inattivazione di FIH. L’aumento dei ROS appare 

correlato anche con la proliferazione delle cellule endoteliali e alla formazione di nuovi 

vasi in risposta a fattori di crescita incluso VEGF [47,50].  

Altri enzimi di grande importanza nella patogenesi asfittica sono le ossido nitrico 

sintasi; enzimi coinvolti nello stresso ossidativo e nella produzione di ossido nitrico, 

una molecola di segnalazione coinvolta in molti processi cellulari. In particolare la 

forma inducibile dell’enzima (iNOS) appare correlata alla presenza di HIF-1. Il 

complesso HIF-1 stimola la produzione di iNOS, aumentando i livelli di NO, questo 

svolge un effetto protettivo, portando alla vasodilatazione e al rilassamento delle 

cellule muscolari lisce vascolari, consentendo un maggiore apporto di ossigeno e 

sostanze nutritive alle cellule. 

Nel presente studio l’immunopositività di NOX2 e iNOS sono risultate 

significativamente differenti nei casi (Gruppo 1) rispetto ai controlli (Gruppo 2), 

mostrando comunque una differenza meno rilevante rispetto agli altri marcatori testati, 

in ragione di una positività basale comunque maggiore anche nel gruppo dei controlli 

(vedasi figura 7). 

Al pannello di markers proposti sono stati aggiunti anche due recettori coinvolti nel 

signalling purinergico. Il recettore P2X7 fa parte della famiglia dei recettori purinergici 

P2X, ossia canali di membrana selettivi ai cationi. Tale recettore si attiva unicamente 

in presenza di livelli elevati di ATP dunque in condizioni di stress cellulare quali 

l’ambiente tumorale e la risposta infiammatoria. Il P2X7 è coinvolto nella formazione 

di specie reattive dell’ossigeno, nell’attivazione della NOX2, nella secrezione di VEGF 

e nella stabilizzazione di HIF1α [63,64]. Il recettore A2A, invece, fa parte dei recettori 

detti ADORA; tali recettori si attivano in risposta al legame con adenosina. L’adenosina 

si accumula a partire dalla degradazione dell’ATP soprattutto a seguito di una 

condizione di ipossia o infiammazione stimolando quindi il recettore A2A. L’adenosina, 
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a sua volta, attraverso il recettore A2A, svolge un ruolo protettivo portando all’aumento 

del VEGF ed alla attivazione di HIF-1α  [71,72]. 

Nel presente studio i livelli di immunopositività di A2A e P2X7 sono risultati 

maggiormente elevati, in maniera statisticamente significativa ai test, nei casi deceduti 

per causa asfittica, rispetto ai controlli. La positività anche a tali marcatori rende conto 

di un processo di segnalazione attivo a più livelli nel tessuto polmonare sottoposto ad 

ipossia, che è possibile rilevare e marcare, in maniera oggettiva e riproducibile.  

 

7. CONCLUSIONI 

Il presente studio evidenzia l'impatto dell’immunoistochimica nella diagnosi delle 

asfissie meccaniche violente in ambito forense su campione umano. In particolare i 

markers testati si sono rivelati validi nella determinazione laboratoristica di morti 

asfittiche, potendo costituire un pannello di utilità per il patologo forense che approcci 

tale tipo di decesso. Si è confermato, infatti, sperimentalmente che esiste una 

correlazione statisticamente significativa tra la positività del pannello proposto e 

l’evento asfittico terminale. Sono comunque necessari ulteriori studi autoptici volti ad 

un ampiamento del campione anche per stabilire la possibilità di utilizzo dei marcatori 

su decessi di interesse forense di varia epoca. 
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