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1. INTRODUZIONE

L’Osteoartrosi (OA) ¢ una patologia che coinvolge le articolazioni sinoviali, caratterizzata da
degradazione della matrice extracellulare e degenerazione cellulare causati da un micro e macro
danno cartilagineo. Tale danno ¢ responsabile dell’attivazione di risposte mal adattative che
comprendono D’attivazione dell’immunita innata e pathways infiammatori. Gli elementi
caratteristici dell’artrosi sono rappresentati da: degenerazione cartilaginea, formazione di
osteofiti a margine dell’articolazione coinvolta, sclerosi dell’osso subcondrale, degenerazione
cartilaginea, inflammazione della membrana sinoviale e alterazione della capsula articolare (1).
Sebbene la presenza di sinovite in questa patologia sia nota, I’ Artrosi ¢ classificata come un
disordine non inflammatorio, in quanto la conta leucocitaria nel liquido sinoviale artrosico €
tipicamente al di sotto di 2000 cellule per mm?, cut-off che definisce un disturbo infiammatorio
(2). 1l coinvolgimento della membrana sinoviale si verifica sia nelle fasi iniziali, che nelle fasi
tardive dell’artrosi. Studi effettuati utilizzando Ecografia e Risonanza Magnetica hanno
dimostrato che lo stato inflammatorio ¢ presente nelle articolazioni artrosiche anche quando
esse sono caratterizzate da un danno cartilagineo limitato o in cui la sinovite non ¢ clinicamente
evidente (3) (4). Forti indicatori di sinovite sono i sintomi clinici come versamento articolare,
dolore notturno e rigidita mattutina della durata di almeno 30 minuti. In aggiunta, la presenza
di infiammazione sinoviale adiacente alle lesioni cartilaginee (5) e 1’associazione, descritta in
letteratura, tra il grado di sinovite e la progressione radiologica della patologia (6), indicano che
I’infiammazione della membrana sinoviale ¢ un fattore cruciale nella patogenesi e progressione

dell’artrosi. Molte sono le cellule responsabili della sinovite: linfociti T, macrofagi e mastociti



(MCs) sono le piu rappresentative (7). Diverse ricerche riportano che il grado di infiltrazione
delle cellule infiammatorie e 1’espressione di citochine pro-infiammatorie sono maggiori
nell’ Artrite Reumatoide (AR) rispetto all’artrosi, ma allo stesso tempo ¢ stato evidenziato che
1 mastociti sono maggiori nell’artrosi rispetto all’AR. Cio indica che I’infiammazione della
membrana sinoviale nell’OA ¢ minore rispetto a AR, ma I’infiltrato inflammatorio puo avere
caratteristiche qualitativamente diverse (8). Nonostante queste evidenze, pochi sono stati gli
studi condotti nei confronti dei mastociti sinoviali e pertanto il ruolo delle MCs nella sinovite e
nella fisiopatologia dell’artrosi ¢ ancora lontano dall’essere compreso. Le MCs contengono nei
loro granuli una grande varieta di sostanze pro-inflammatorie ed enzimi in grado di richiamare
cellule infiammatorie, portare all’attivazione della membrana sinoviale, alla distruzione
dell’osso e stimolare 1’angiogenesi (9). Con questi presupposti e sulla base delle conoscenze
sui cromoni, nello specifico sul sodio cromoglicato, per cui questi farmaci inibiscono I’attivita
dei mastociti e altre cellule infiammatorie coinvolte direttamente nella sinovite caratteristica
dell’osteoartrosi, abbiamo dato vita ad uno studio sperimentale. Lo scopo del nostro lavoro ¢
quello di quantificare il ruolo specifico del sodio cromoglicato come inibitore dell’attivita dei
mastociti, sia senza che in combinazione con acido ialuronico, per uso nella complessa
fisiopatologia e clinica dell’OA. Per questo motivo abbiamo analizzato la risposta della
membrana sinoviale di soggetti artrosici sottoposti ad artroprotesi di anca e ginocchio. Appurata
la completa tollerabilita del cromoglicato di sodio a livello intra-articolare e avendo confermato,
da uno studio precedentemente condotto, il ruolo del mastocita sinoviale nella genesi artrosica,
in primo luogo siamo andati a valutare la capacita del cromone di inibire 1’attivita dei mastociti.
Per farlo abbiamo confrontato il valore di citochine tipiche del microambiente artrosico espresse
nella co-cultura di mastociti e condrociti attivati con collagene II con aggiunta di sodio

cromoglicato rispetto ai valori delle stesse nella co-cultura senza aggiunta. In secondo luogo,



dal momento che I’infiltrazione di acido ialuronico rappresenta ormai una pratica standardizzata
e diffusa nel trattamento della sintomatologia dell’artrosi di ginocchio, abbiamo creato una
formulazione di una soluzione composta da quest’ultimo in associazione con sodio
cromoglicato. La combinazione dei due composti, superati i test di tossicita, potrebbe

rappresentare un trattamento innovativo.

2. ARTROSI

L’artrosi € una patologia degenerativa della cartilagine articolare dovuta ad uno squilibrio tra
le sollecitazioni funzionali e la resistenza della cartilagine. In prima battuta il danno ¢ limitato
al tessuto cartilagineo, ma progressivamente interessa tutti i tessuti intra-articolari divenendo
una patologia che coinvolge in toto I’articolazione. Propriamente viene classificata in Primaria
e Secondaria in relazione alla presenza o meno di patologie sottostanti (10). La forma Primaria

si suddivide in:

. Alterazione primaria della cartilagine articolare
. Degenerazione senile
. Condromalacia idiopatica

La Forma Secondaria invece puo essere conseguenza di diverse condizioni:

. Displasia congenita



. Traumi

. Osteocondrosi

. Infezioni

. Malattie del connettivo

. Artriti reumatiche

. Obesita-sovraccarico

. Malattie metaboliche ed endocrine
. Malattie vascolari e neurologiche

2.1 Epidemiologia

La patologia artrosica oggigiorno ha un importante impatto sul benessere e sulla capacita
lavorativa individuale (40) in quanto, a causa del dolore, possono venir compromessi. E una
delle affezioni croniche piu comuni nella popolazione generale e allo stesso tempo la causa piu
comune di disabilita nell’anziano (11) (12). Molteplici studi affermano che il ginocchio e I’anca
rappresentano le sedi piu spesso interessate. Studi epidemiologici calcolano 43 milioni di
persone affette da osteoartrosi nei soli Stati Uniti, 4 milioni in Italia e un totale di circa il 15%
della popolazione mondiale (13) (14). In Italia I’incidenza ¢ intorno ai 100.000 nuovi casi
all’anno (15) e per quanto riguarda i costi, si stima una spesa annua intorno ai 7.5 milioni di
euro (16). La spesa globale annua ¢ valutata intorno ai 455 euro pro-capite, dipartiti in 293 euro
per la terapia, 122 per la diagnostica e 44 euro per la prevenzione della gastropatia da farmaci

(17). Sulla base soprattutto dell’aumento dell’aspettativa di vita globale e di conseguenza



dell’eta media della popolazione, il dato significativo ¢ come le stime siano concordi nel
prevedere un ulteriore aumento dell’incidenza della patologia. Le proiezioni suggeriscono che

nel 2030 saranno piu di 67 milioni i pazienti affetti da osteoartrosi nei soli Stati Uniti (18).

2.2 Eziologia

L’eziologia dell’Osteoartrosi ¢ multifattoriale ed i diversi studi succedutisi hanno identificato
una serie di fattori di rischio che possono essere classificati in marcatori di rischio non

modificabili, i quali comprendono:

o Eta;
e Sesso;
e FEredita;

e Etnia (la patologia ¢ piu comune nelle popolazioni europee);

e Modificazioni post menopausali nelle donne.

Molto importanti allo stesso tempo sono 1 fattori di rischio che invece sono modificabili con

una corretta educazione sanitaria € possono essere presenti 0 meno nei vari soggetti:

e Traumi;

e Sovraccarico funzionale;

e Sovrappeso, obesita, sindrome metabolica;
e Precedente chirurgia;

e Stile di vita (sedentarieta, alcol e fumo).



11 fattore di rischio piu strettamente correlato alla patologia ¢ I’eta. E stato visto, infatti, che la
probabilita di sviluppare osteoartrosi aumenta in maniera significativa ogni dieci anni a partire
dai 45 anni di eta (14). Le stime parlano di oltre il 50% della popolazione al di sopra dei 60
affetta da osteoartrosi (19). Uno studio americano del 2013 con I’intento di analizzare le ragioni
di tale legame ¢ giunto alla conclusione che i fattori chiave nello sviluppo dell’osteoartrosi
correlata all’etd sono rappresentati dall’invecchiamento della matrice cartilaginea e dalla
senescenza dei condrociti (20). La visione classica in cui la relazione con 1’eta fosse imputabile
esclusivamente al sovraccarico articolare e allo stress meccanico che si accumulano negli anni
¢ stata pertanto cambiata. E stato infatti dimostrato che con ’avanzare dell’eta si altera il
bilancio biochimico necessario alla salute cartilaginea (21) (22). Chiaro ¢ il legame con
I’obesita, anch’essa considerata un fattore determinante (23). Per quanto riguarda la gonartrosi,
I’obesita aumenta il rischio di sviluppare artrosi da 2 a 10 volte (24). Cio ¢ da attribuire
soprattutto a fattori biomeccanici locali correlati al BMI, ma anche I’alterato allineamento dei
capi articolari e la forza muscolare dei quadricipiti, i quali sono coinvolti sia nello sviluppo che
nella progressione dell’osteoartrosi di ginocchio, hanno un ruolo determinante (25). Tuttavia,
lo stretto legame esistente tra artrosi e obesita non sembra essere sufficientemente giustificato
da tali elementi, anche perché ¢ stato constato che 1’obesita aumenta il rischio di malattia non
solo nelle articolazioni sottoposte a carico come I’anca e il ginocchio, ma anche nelle
articolazioni non sottoposte al peso corporeo come quelle delle mani o del polso (26). Leptina
e adiponectina, molecole derivanti dal tessuto adiposo, sono strettamente associate con
I’obesita; ¢ stato visto come i livelli plasmatici di leptina sono correlati positivamente con il
Body Mass Index (BMI) (27). Diversi studi riportano la capacita della leptina di stimolare la
secrezione di citochine pro-infiammatorie come IL-1B, IL-6, IL-8, ossido nitrico e metallo

proteinasi (MMPs) da parte dei condrociti articolari (28). Facendo riferimento in particolare



all’articolazione del ginocchio, per molto tempo si ¢ ipotizzato che il tessuto adiposo intra-
articolare (corpo di Hoffa) potesse avere un ruolo importante nella gonartrosi (29). E stato
recentemente evidenziato che il corpo di Hoffa ¢ una fonte di importanti mediatori flogistici
implicati nella degradazione cartilaginea e nell’infiammazione della membrana sinoviale come
TNFa, IL-6, leptina, fattore di crescita endoteliale (VEGF), e fattore di crescita basico dei
fibroblasti (bFGF) (30). All’interno del corpo di Hoffa, le possibili fonti di questi mediatori
sono due: gli adipociti e I’infiltrato infiammatorio presente all’interno del tessuto adiposo. Nello
studio di Chuckpaiwong B e colleghi (31), non ¢ stata obiettivata correlazione tra il tessuto
adiposo intra-articolare e il BMI, ma Jedrzeczyk riporta che un piu alto valore di BMI ¢
correlato con un aumento del numero di adipociti e di infiltrato cellulare immunitario all’interno
del corpo di Hoffa (32). Nonostante Gross JB (33) ha recentemente affermato che leptina e
adiponectina potrebbero non avere effetti infiammatori e degradativi nelle cellule articolari, non
si esclude che potrebbero essere coinvolti altri mediatori liberati dal tessuto adiposo intra ed
extra articolare, perd non ancora individuati. Un altro fattore di rischio coinvolto ¢ il sesso,
infatti al di sotto dei 50 anni ¢ evidente una prevalenza nel sesso maschile (62), mentre dopo i
65 anni, ipoteticamente per via della menopausa, le donne sono interessate in quantita doppia
rispetto agli uomini (63). Anche grazie agli studi di Spector et al., la predisposizione genetica
ha recentemente assunto un ruolo di rilievo: i casi attribuibili esclusivamente alla mutazione di
un gene sono rari, mentre piu probabile sembra una predisposizione sulla quale agiscono i noti
fattori di rischio (patogenesi multifattoriale) (34). Ormai assodato ¢ il ruolo dei traumi, in
particolare I’esistente legame tra la lesione del menisco e lo sviluppo di artrosi. Tramite uno
studio anatomo-patologico post-mortem, ¢ stato evidenziato, nelle articolazioni di soggetti che
avevano subito lesioni meniscali, le stesse alterazioni individuabili nelle ginocchia dei pazienti

affetti da artrosi eta correlata: ridotta densita cellulare, degenerazione mucoide e perdita della



organizzazione delle fibre collagene (35). Riguardo I’etnia, il British Medical Journal ha
pubblicato uno studio secondo cui la popolazione cinese e di pelle nera presentano tassi di
incidenza maggiori (36). Infine, relativamente al ruolo dei microtraumi ripetuti e del
sovraccarico biomeccanico, ¢ stato evidenziato che il carico meccanico occupazionale puo
causare o aggravare lo sviluppo di osteoartrosi (37). In particolare, cio ¢ evidente in coloro i

quali proseguano un lavoro di carico per un lungo periodo di tempo e fino ad eta avanzata (38).

2.3 Patogenesi

Oggigiorno ¢ stato ben definito come D’artrosi non sia una patologia con esclusivo
coinvolgimento della cartilagine e allo stesso modo come il binomio artrosi e artrite non indichi
due entitd completamente distinte. Ci sono numerose evidenze che definiscono come 1’artrosi
sia una patologia dell’intera articolazione e come 1’infiammazione della membrana sinoviale
stia prendendo sempre piu ruolo nella patogenesi della malattia (39). Sebbene per molto tempo
I’artrosi sia stata definita come una patologia non infiammatoria, studi istologici di frammenti
di membrana sinoviale hanno descritto un infiltrato infiammatorio che in alcuni casi era
indistinguibile da quello osservato nell’artrite reumatoide (40) (41). Per tali ragioni, si €
abbandonata la teoria del “wear and tear” abbracciando la nuova teoria infiammatoria,
considerando 1 numerosi mediatori chimici secreti da sinovia, cartilagine e osso. I primi studi
evidenziavano la presenza di inflammazione della membrana sinoviale nei frammenti ottenuti
durante gli interventi di chirurgia protesica, motivo per cui era in discussione se
I’infilammazione fosse una conseguenza del processo artrosico oppure potesse ricoprire un ruolo
patogenetico. A tale proposito nel 2002, Ohler e colleghi esaminarono frammenti di membrana

sinoviale prelevati da soggetti con artrosi agli gli stadi iniziali fino a stadi piu avanzati (42),
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arrivando all’identificazione di quattro possibili pattern di infiammazione sinoviale:
iperplastica, fibrotica, infiammatoria e metaplastica. Il pattern fibrotico, caratterizzato da una
marcata deposizione di collagene, e quello metaplastico, caratterizzato dalla presenza di foci
ossei e cartilaginei, sono stati osservati prevalentemente negli stadi piu avanzati di artrosi. Il
pattern iperplastico, isolato o associato in combinazione con altri pattern, caratterizzato da
iperplasia dello strato intimale e dalla presenza di villi, ¢ stato osservato prevalentemente negli
stadi iniziale di malattia. Il pattern infiammatorio invece, caratterizzato dalla presenza di
infiltrato cellulare rappresentato da linfociti e plasmacellule che puo essere diffuso o
organizzato in pattern perivascolari, ¢ stato osservato sia nelle fasi iniziali che nelle fasi
terminali di malattia. Molto utile ¢ il cosiddetto “synovitis score”: un metodo istologico semi-
quantitativo che, tenendo in considerazione tre caratteristiche distinte, definisce
I’infiammazione della membrana sinoviale. Si valuta: 1. lo spessore dello strato intimale, 2.
I’infiltrato infiammatorio e 3. la cellularita dello stroma. Per ogni parametro si assegna un
punteggio da 0 a 3 e poi si somma. Usando tale score, Kreen e colleghi hanno osservato che il
synovitis score ¢ minore nei frammenti prelevati da artrosi rispetto a quelli dell’artrite
reumatoide, ma pur sempre superiori rispetto ai controlli normali (43). Questi pattern
istopatologici non hanno ancora mostrato forti correlazioni con la clinica o con meccanismi
patogenetici della malattia, ma allo stesso tempo si ¢ visto come nell’artrosi di ginocchio la
presenza di un maggior synovitis score sia associata ad un peggioramento della sintomatologia
tipica (44). Sebbene sia fuori discussione che il gold standard per valutare I’inflammazione
della membrana sinoviale sia rappresentato dallo studio istologico dei frammenti, effettuare un
prelievo bioptico di membrana sinoviale in ogni articolazione affetta da artrosi non ¢
ragionevole, a causa dell’invasivita della procedura. Allo stesso tempo, € ben noto che i classici

segni di flogosi come versamento articolare, calore, dolore e rigiditd mattutina che
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rappresentano tutti i segni di una sottostante sinovite, non sempre sono evidenziabili. Per queste
ragioni € risultato imperativo ricercare altre metodiche, non invasive, che potessero definire la
presenza di sinovite anche in condizioni clinicamente silenti. Al giorno d’oggi le metodiche piu
diffuse e utilizzate sono la Risonanza Magnetica Nucleare (RMN) e I’ecografia articolare (US).
Per quanto riguarda la RMN, molti sono gli score presenti in letteratura che valutano in maniera
semi-quantitativa la presenza di sinovite (45) (46). Le pit comuni metodiche effettuate senza
mezzo di contrasto endovenoso tengono in considerazione il volume totale della membrana
sinoviale e il grado di versamento presente all’interno dell’articolazione. L utilizzo del mezzo
di contrasto ha il vantaggio di definire in maniera molto piu netta il versamento, dallo spessore
della membrana sinoviale (47). Tramite la RMN con mezzo di contrasto, ¢ stato visto che la
sinovite ¢ presente nel 95% dei casi in cui € presente il versamento, mentre nelle articolazioni
prive di versamento ¢ stato possibile osservare un ispessimento del panno sinoviale nel 70%
dei casi (48). Queste scoperte testimoniano come 1’infiammazione sinoviale sia indipendente
dal versamento e, probabilmente, come I’ispessimento del panno sinoviale possa rappresentare
un indicatore piu sensibile di infiammazione sinoviale rispetto al versamento articolare.
Rispetto alla RMN, una metodica altrettanto non invasiva, ma sicuramente a piu basso costo e
piu disponibile anche nel territorio € rappresentata da US. L’ecografia permette di valutare la
presenza di sinovite nelle articolazioni artrosiche e uno studio recentemente pubblicato ha
mostrato che la sensibilita dell’US con mezzo di contrasto ¢ sovrapponibile a quella della RMN
con contrasto (49). In letteratura, molti sono gli studi che cercano di stabilire se la sinovite
individuata mediante metodiche non-invasive corrisponda ad un’infiammazione osservabile sul
piano istologico. Nel 1995 Fernandez et al. dimostrarono come le aree di sinovite osservate
mediante RMN in pazienti con gonartrosi coincidevano istologicamente con aree a basso grado

di inflammazione (50). Allo stesso modo altri due studi osservarono una corrispondenza tra
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imaging e istologia (51) (52). Questi studi dimostrarono come RMN e US possono essere
utilizzabili per valutare il grado di sinovite in un’articolazione e forniscono ulteriori evidenze
sul ruolo chiave della sinovite nella patogenesi dell’artrosi. Sia le tecniche di imaging che gli
studi istologici hanno evidenziato un’importante variabilitd anatomica nella localizzazione
della sinovite, almeno per quanto riguarda la gonartrosi: I’infiammazione ¢ piu localizzata
rispetto all’artrite reumatoide e soprattutto si trova prevalentemente adiacente alle lesioni
cartilaginee (40). Oltre alla clinica, alla localizzazione e all’imaging, un altro aspetto molto
importante che riguarda I’inflammazione della membrana sinoviale ¢ la sua possibile
correlazione con lo stadio radiologico di malattia (5). Nonostante infatti, il metodo per
individuare l’inflammazione possa variare, ci sono pareri concordi nel ritenere che la
prevalenza e la severita della sinovite siano in relazione all’estensione del danno cartilagineo e
stadio radiologico (44). Tramite US, Conaghan e colleghi dimostrarono che I’inflammazione
della membrana sinoviale rappresenta un valore prognostico nel caso di una sostituzione
protesica nei successivi 3 anni (53). Ancora oggi non ¢ ben chiaro quali siano i pathways e
mediatori che intervengono nello sviluppo e persistenza della sinovite. Sebbene la stragrande
maggioranza degli studi siano stati effettuati per lo studio dell’artrite reumatoide, ruolo chiave
nell’artrosi sembra essere l’attivazione dell’immunita innata (44). Recenti studi infatti,
sembrano dimostrare come frammenti di matrice cartilaginea e mediatori rilasciati dai
condrociti a seguito di condizioni di stress possano attivare le cellule dell’immunita innata
tramite i cosiddetti Toll-Like Receptor (TLR) posti sulla loro superficie. Tale attivazione porta
all’aumento della sintesi del fattore di trascrizione NFkB che svolge un ruolo centrale nella
risposta infiammatoria in quanto porta alla produzione di molteplici mediatori, citochine pro-
inflammatorie e metallo-proteinasi possibili responsabili del danno cartilagineo (54). Ruolo

importante nell’infiammazione della membrana sinoviale sembra essere ricoperto anche
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dall’attivazione dei macrofagi sinoviali (sinoviocita A) (55) e dalla cascata del complemento.
L’attivazione della risposta innata inizia con ’attivazione dei TLR che, posti sulla superficie
delle cellule dell’immunita innata, hanno la capacita di determinare I’avvio di un signaling
intracellulare che porta all’attivazione della risposta infiammatoria. I TLR normalmente hanno
la capacita di legare i profili molecolari associati al patogeno (PAMPs) presenti sulla parete del
microrganismo (56) permettendone 1’eliminazione. Nell’ambito della patogenesi dell’artrosi, 1
TLR sembrano avere la capacita di legare i cosiddetti profili molecolari associati al danno
(DAMPs) derivanti dalla degradazione della matrice cartilaginea (57) piuttosto che da ligandi
provenienti da microrganismi. Sono stati individuati ben dieci forme di TLRs che hanno una
funzione nell’uomo. Questi recettori sono espressi da una grande varieta di cellule che include
macrofagi ¢ mastociti (56). I TLR 1-7 e 9 sono stati individuati nella membrana sinoviale
artrosica e reumatoide. In aggiunta, studi in vitro hanno mostrato come il sinoviocita B risponde
a molti TLR agonisti (58) (59). L’attivazione dei TLRs nella membrana sinoviale porta alla
sintesi del fattore di trascrizione NFkB e alla sintesi conseguente di chemochine (IL-8, CCL5)
e citochine pro-infiammatorie come IL-1, IL-6, TNF che hanno la capacita di determinare il
reclutamento di altre cellule immunitarie come macrofagi, granulociti e linfociti (60). Alcuni
dei DAMPs capaci di attivare I’immunita innata e derivanti dalla degradazione della matrice
cartilaginea sono stati individuati e sono rappresentati da: tenascina C (61), fibronectina (62),
acido ialuronico basso peso (63) e biglicano (64). E importante sottolineare perd come
nonostante sia ben chiaro oramai che i TLRs partecipano in maniera attiva alla patogenesi
dell’artrosi, la loro funzione non & ancora completamente chiarita. E stato visto infatti, in
modello murino di artrite autoimmune, che il deficit di TLR-4 risulta in una minor severita di
artrite testimoniata da un minor danno osseo e cartilagineo. Allo stesso tempo, il deficit di TLR-

2 ¢ accompagnato da una maggior severita di malattia (65) suggerendo un ruolo protettivo per
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la patologia. Studi hanno evidenziato che sia il TLR-2 che il 4 sono up regolati nei condrociti
artrosici (66) e in studi in vitro con estratti cartilaginei murini si ¢ evidenziato che tali TLRs
sono associati ad un aumento della sintesi di MMP-3 ¢ MMP-13 (67). Un recente studio
genetico cinese ha dimostrato un particolare polimorfismo genetico riguardante il TLR-9
associato ad un maggior rischio di sviluppare artrosi di ginocchio, cosa invece non osservata
con polimorfismi genetici relativi a TLR-2 e 4 (68). Negli ultimi anni, sempre piu evidenze
sembrano dare anche al complemento un ruolo importante nella eziopatogenesi dell’artrosi,
anche se ancora gli studi sono limitati e i risultati contrastanti. Agli inizi degli anni ’90,
Cantatore FP e colleghi osservarono frammenti del complemento nella membrana sinoviale di
pazienti che avevano lesioni meniscali e danno cartilagineo (69), mentre un aumento di tale
deposito furono osservati durante una riacutizzazione della patologia artrosica (70).
L’attivazione del complemento e dei TLRs tramite i DAMPs porta, tramite il signaling
intracellulare di condrociti, mastociti e sinoviociti alla sintesi di un gran numero di mediatori e
citochine pro inflammatorie come I’IL-1 e TNF-a. L’IL-1 ha molteplici effetti nell’omeostasi
articolare. Innanzitutto tale citochina ha la capacita di avere un importante effetto catabolico in
vitro sulla cartilagine (71), ha la capacita di inibire la sintesi di aggrecano (72) e collagene (73),
mentre nei condrociti up regola la sintesi di enzimi proteolitici come ADAMTS-4 (74) e MMP-
13 (75). Tuttavia, ¢ stato anche visto che il suo livello nel liquido sinoviale non ¢ costantemente
elevato (76) e la sintesi del suo recettore (antagonista naturale della citochina) ¢ molto maggiore

nell’artrosi rispetto all’artrite reumatoide (77).
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2.4 Clinica

2.4.1 Osteoartrosi di ginocchio
La diagnosi dell’osteoartrosi di ginocchio si fonda in primis sulla clinica, con 1’identificazione
dei caratteristici sintomi. Tale patologia presenta una sintomatologia estremamente variabile
poiché dipende dalle caratteristiche soggettive della persona e dalla richiesta funzionale a carico
dell’articolazione. I sintomi piu significativi sono rappresentati da: dolore e rigidita articolare,
gonfiore, riduzione della funzionalitd, rumore di cigolio o crepitio durante il movimento
articolare (78). L’andamento della sintomatologia solitamente ¢ caratterizzato da un inizio
graduale, che conduce poi ad una storia di prolungato disagio con momenti di acuzie del dolore
con variazioni nella sintomatologia stessa a lenta comparsa (79). La sintomatologia algica,
tipicamente, esordisce con un dolore all’inizio del movimento non particolarmente acuto. Tende
a diventare continuo progressivamente, evolvendo dalla presenza solo durante le attivita di
lavoro di carico fino alla presenza anche a riposo, durante il sonno. In alcuni casi, ad esempio
nei pazienti che dopo una vita lavorativa sedentaria intraprendono attivita quali camminare, il
dolore migliora nel corso degli anni in assenza di terapia. Di grande utilita sono le
raccomandazioni dell’EULAR (European League Against Rheumatism): il principale sintomo
dell’osteoartrosi ¢ il dolore classicamente definito meccanico perché peggiora a fine giornata e
si attenua col riposo ed ¢ inoltre associato ad una sensazione di cedimento, impotenza
funzionale e lieve rigidita mattutina (80). La stessa EULAR sottolinea che, nei casi piu avanzati,
il dolore diviene persistente e pud comparire di notte. La rigidita mattutina non dura mai piu di
30 minuti e puo comparire anche dopo periodi di prolungata inattivita. Se la patologia diviene
di lunga data nel paziente si possono riscontrare segni obiettivi come restrizione dei movimenti,
allargamento osseo e crepitio col movimento. Il paziente, inoltre, descrive il proprio disagio

come un dolore profondo che abbraccia I’intera articolazione. Percido fondamentale per
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evidenziare la sintomatologia ¢ 1’esame obiettivo, che deve essere svolto in maniera sistemica
a partire dall’andatura del paziente all’ingresso nell’ambulatorio. Facendo posizionare il
paziente in clinostatismo si procede all’ispezione e palpazione dell’articolazione dolente al fine
di individuare arrossamenti, aumenti di temperatura locali e tumefazioni, confrontando sempre
con il ginocchio controlaterale. Molto importante sono anche gli stress test che devono essere
effettuati indipendentemente dalla richiesta funzionale del soggetto o dall’eta, in modo da

valutare tutte le strutture fibrocartilaginee e legamentose all’interno del ginocchio.

I principali test sono rappresentati da:

. Valutazione della stabilita dei legamenti: stress in valgo e in varo per i legamenti

collaterali e Drawer test per il crociato anteriore e posteriore;

. Esame manuale del menisco;

. Zohlen test: con il paziente ad arto esteso si esercita una lieve pressione sulla patella
verso la fossa trocleare, invitando il paziente a mantenere in tensione il quadricipite femorale.

I1 test € considerato positivo se evoca dolore.

2.4.2 Osteoartrosi di anca
In analogia con [Dartrosi di ginocchio, per quanto concerne la coxartrosi la clinica ¢
estremamente variabile da soggetto a soggetto, almeno nelle fasi iniziali di malattia. I sintomi
piu caratteristici sono rappresentati da: dolore e rigidita articolare, riduzione della funzionalita
gonfiore, rumore di cigolio o crepitio durante il movimento, ma tutto cio dipende oltre che
dall’eta del soggetto anche dalla sua richiesta funzionale. Nonostante tale variabilita ¢ possibile

identificare diverse fasi della malattia. Nello stadio iniziale di artrosi d’anca i pazienti soffrono

17



di dolori periodici a livello dell’articolazione in relazione ad un'attivita fisica di
moderata/elevata intensita. La coxartrosi al primo stadio ¢ una condizione alquanto subdola,
poiché con il riposo il dolore tende a scomparire molto rapidamente e quasi completamente.
Cio induce i soggetti affetti da tale problematica a trascurare la sintomatologia dal carattere
periodico e a non rivolgersi ad un medico. Successivamente il dolore assume nuovi aspetti:
innanzitutto ¢ di intensita maggiore rispetto al primo stadio; in secondo luogo riguarda una zona
anatomica piu ampia, interessando anche 1'area inguinale e la parte anteriore della coscia; in
terzo luogo, pud determinare un senso di bruciore o pressione. Per quanto riguarda la relazione
tra il dolore e livello di attivita funzionale, in questa fase la sintomatologia algica puod
manifestarsi non solo in occasione di un movimento o un'attivita fisica di una certa intensita,
ma anche a riposo. L'intensita del dolore ¢ tale che i pazienti hanno difficolta a compiere
determinati movimenti con l'arto sofferente: la sensazione dolorosa in atto pregiudica la
normale mobilita articolare. Nell’ultima fase il dolore diventa una sensazione particolarmente
intensa, costante (dolore cronico) e diffusa. I movimenti dell'anca risultano fortemente
compromessi, al punto che i pazienti lamentano difficolta anche durante le semplici attivita
quotidiane come camminare o salire una rampa di scale. Come nel caso della gonartrosi,
I’esame obiettivo ¢ fondamentale per evidenziare la patologia. L obiettivita ¢ una parte molto
importante e deve essere curata in ogni sua parte dall’osservazione dell’andatura del paziente
fino all’esecuzione di test specifici. Oltre all’andatura ¢ necessario valutare la cute, eventuali
segni di pregressi traumi o interventi, misurare la lunghezza degli arti inferiori (da spina iliaca
antero superiore fino a malleolo mediale). In seguito ¢ imperativo valutare il ROM (range of
motion) passivo del paziente e gli eventuali crepitii e dolore riferiti dal paziente. I principali

test effettuati sono:
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e Manovra Di Thomas: si afferra I’arto inferiore del paziente, che si trova in posizione
supina, a livello del cavo popliteo, flettendolo il piu possibile sull’articolazione del
ginocchio. L’altra mano dell’esaminatore giace al di sotto del tratto lombare, che deve
restare esteso sul piano sottostante. In caso di positivita della manovra (se il tratto
lombare si solleva) si pud fare ipotesi di coxartrosi, che perd entra in diagnosi
differenziale con una iperlordosi fissa della colonna vertebrale.

e Test di Anvil: colpendo con il pungo il calcagno a ginocchio esteso il paziente avverte
dolore nella regione dell’anca, indice di coxopatia e/o lesioni ossee di bacino.

e Test calcagno-ginocchio: permette di evidenziare una riduzione della motilita dell’anca;
il paziente ¢ supino e colloca il calcagno sopra al ginocchio controlaterale esteso,
abducendo e ruotando il piu possibile I’anca esaminata, in modo da porre la faccia

laterale del ginocchio flesso sul piano del lettino.

2.5 Imaging

Nonostante la diagnosi di Osteoartrosi, nella maggior parte dei casi, possa essere effettuata con
clinica ed esame obiettivo, il ricorso all’imaging ¢ sempre consigliato, sia per la conferma
diagnostica, sia per la precisa quantificazione del coinvolgimento articolare. Il primo esame
richiesto convenzionalmente ¢ la Radiografia convenzionale, tuttavia questa presenta notevoli
limitazioni rispetto all’RM che offre una descrizione piu completa evidenziando la cartilagine,
la membrana sinoviale e 1’0sso sub-condrale (81). Cio € dovuto anche alla capacita della RM
di evidenziare alterazioni strutturali in una fase piu precoce della malattia, ovvero quando ’RX

risulta ancora negativa (82).
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2.5.1 Radiografia (RX)

A causa della bassa sensibilitda dell’esame, questo non permette la diagnosi precoce di
osteoartrosi. Tuttavia, la positivita all’RX rende superflua 1’esecuzione di altri esami. I
principali pattern radiografici, diagnostici di osteoartrosi, sono: restringimento dello spazio
articolare, osteofiti, sclerosi sub condrale, cisti subcondrali (83). Per quanto riguarda la
radiografia del ginocchio (figura 1), 1 valori piu affidabili della riduzione dello spazio articolare
e delle alterazioni ossee sono ottenuti con I’RX in flessione, al contrario dell’RX in estensione
sia sotto carico che senza che non offre risultati ottimali (84). La proiezione antero-posteriore
¢ inoltre da preferirsi rispetto alla latero-laterale (85). Per quanto riguarda la coxartrosi (figura
2) invece, ¢ sufficiente una radiografia nelle due proiezioni standard (anteroposteriore di bacino

e assiale d’anca).

osteofiti

L N g
| rima articolare
~assottigliata

Figura I:
a sinistra: articolazione artrosica
a destra: articolazione normale
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- della rima
articolare

osteofiti

Figura 2:
a sinistra: articolazione artrosica
a destra: articolazione normale

2.5.2 Risonanza Magnetica (RMN)
Questo esame non ¢ necessario per la maggior parte dei pazienti con una sintomatologia tipica
di osteoartrosi e positivita per la stessa all’RX. Come indicato precedentemente tuttavia, ha una

sensibilita tale da individuare le alterazioni precoci della cartilagine, membrana sinoviale € 0sso

sub-condrale (figura 3) (81).

Figura 3: Immagine all’RM di Osteoartrosi di grado severo. RM del ginocchio sezione sagittale, T1- (A) e
T2-pesata (B) immagine con soppressione del grasso. Segni di marcata inclinazione del piatto tibiale e
moderata perdita della concavita con rettificazione del condilo femorale, associazione di segni di sclerosi sub
condrale nel piatto tibiale, suggestione di logoramento osseo sul piatto tibiale mediale e sul condilo femorale.
Segni di coinvolgimento della cartilagine ialina rappresentati dai cambiamenti di intensita del segnale.
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2.6 Classificazioni

2.6.1 Classificazione radiologica
La classificazione radiologica dell’osteoartrosi ¢ si basa sulla storica Classificazione di
Kellgren-Lawrence (86). Questo sistema di stadiazione ¢ stato introdotto nel 1957 e nel 1961 ¢
stato adottato dalla WHO. Tale classificazione prende in analisi i1 principali pattern radiografici

che caratterizzano 1’osteoartrosi:

* Spazio articolare: all’Rx ¢ visibile I’0sso, ma non la cartilagine che lo ricopre; un’articolazione
fisiologica si presenta, dunque, con uno spazio tra i due capi ossei. Qualunque riduzione di

questo spazio rappresenta una riduzione della componente cartilaginea.

* Osteofiti: piccole proiezioni di tessuto osseo che si formano ai margini dell’articolazione.
Sono considerati un tentativo del corpo di compensare la riduzione della superficie articolare

per aumentare ’area di scarico del peso corporeo.

* Sclerosi: rappresenta un’area di iperdensita alla radiografia, che sottintende un ispessimento

dell’osso sub condrale alla cartilagine usurata.

Analizzando questi 3 elementi, ¢ stato possibile classificare ’artrosi in 4 gradi.

Classificazione di Kellgren-Lawrence:

e Grado 1: Principio di artrosi, comparsa di osteofiti,
e (Grado 2: Osteofiti presenti, possibile riduzione della rima articolare;
e Grado 3: Osteofiti presenti, riduzione della rima articolare, sclerosi sub-condrale,

possibile deformita articolare;
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e Grado 4: numerosi osteofiti, capi articolari a contatto, sclerosi evidente, deformita

presente.

Per anni questa classificazione ha rappresentato il principale punto di riferimento per clinici e
ricercatori, tuttavia, presenta non poche criticita. Il primo limite evidenziato ¢ dato dal fatto che
¢ proprio la presenza di osteofiti che fa definire come primo elemento un’articolazione artrosica,
ma tale criterio € considerato da molti ricercatori troppo aspecifico per la diagnosi (87). Fin
dall’inizio, dunque, nonostante venga ancora utilizzata, la sua inesatta descrizione ha sollevato
la necessita di una nuova e piu precisa classificazione (88). Ulteriori studi hanno dimostrato che
nella classificazione di Kellgren-Lawrence la correlazione clinico radiologica non ¢ precisa. Gli
studi sono concordi infatti nel riconoscere una relazione col dolore per quanto riguarda la
presenza degli osteofiti, ma tale correlazione non si mantiene rispetto alla riduzione dello spazio
articolare (89). Interessante ¢ lo studio di Hart che dimostra come non ci sia differenza
statisticamente significativa tra la sintomatologia dell’osteoartrosi di primo grado secondo
Kellgren Lawrence e quella di secondo grado (90). In definitiva I’eccessiva enfasi sugli osteofiti
nei primi stadi e la mancata valutazione della riduzione dello spazio articolare negli stessi hanno
spinto molti gruppi di ricerca a mettere da parte questa classificazione (91). La classificazione
radiologica che si ¢ ormai affiancata a quella di Kellgren Lawrence ¢ quella di Ahlbéck che si
basa sulla valutazione della riduzione dello spazio articolare (92). Questa classificazione, pur
datando oltre 50 anni, risulta essere la piu citata in Letteratura sia per il follow-up che per studi

epidemiologici (97).
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Classificazione di Ahlbick:

e Stadio I: riduzione dello Spazio Articolare (con o senza sclerosi ossea subcondrale). La
Riduzione dello spazio Articolare ¢ definita da uno spazio inferiore a 3 mm, o inferiore
della meta dello spazio negli altri compartimenti;

e Stadio II: obliterazione dello spazio Articolare;

e Stadio III: perdita ossea <5 mm

e Stadio IV: perdita ossea tra 5 ¢ 10 mm

e Stadio V: perdita ossea >10 mm, spesso con sublussazione e artrosi negli altri

compartimenti.

2.6.2 Classificazione artroscopica

Da un punto di vista artroscopico ¢ possibile classificare I’artrosi in base al danno cartilagineo
osservato. Sono state proposte diverse classificazioni per valutare 1’entita della lesione condrale
in base all’aspetto morfologico macroscopico e alla sede. Attualmente le classificazioni piu

utilizzate sono tre: Outerbrigde (93), Noyes-Stabler (94) e quella di ICRS (95).

Classificazione di Outerbrigde:

e (Grado 1: superficie articolare tumefatta, morbida, ricoperta di vescicole;

e Grado 2: la superficie articolare presenta solchi e fessurazioni di diametro inferiore a 1
cm;

e (Grado 3: la superficie articolare presenta solchi e fessurazioni di diametro superiore a 1

cm;
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e Grado 4: presenza di erosione della cartilagine a tutto spessore e coinvolgimento

dell’osso sub-condrale.

Classificazione di Noves-Stabler:

e (rado I: superficie articolare integra

o A: presenza di piccola zona di rammollimento cartilagine articolare;

o B: estesa area di rammollimento con deformabilita della superficie cartilaginea;
e Grado II: presenza di solchi e fessurazioni della superficie articolare

o A: lesione con uno spessore inferiore a 'z della cartilagine articolare;

o B: lesione con uno spessore superiore a 2 della cartilagine articolare;
e Grado III: esposizione dell’osso sub-condrale

o A: superficie ossea intatta;

o B: superficie ossea erosa.

Classificazione dell’International Cartilage Repair Society (ICRS)

e (rado I: la superficie articolare presenta solchi e fessurazioni superficiali;

e Grado II: presenza di erosioni profonde con conservazione dello strato basale;

e (Grado III: presenza di erosione profonda fino all’osso sub-condrale che appare
conservato;

e (Grado IV: erosione a tutto spessore della cartilagine articolare e interessamento

dell’osso sub-condrale.
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2.7 Trattamento dell’osteoartrosi di anca e ginocchio
Il trattamento dell’Osteoartrosi di ginocchio e anca ¢ rappresentato da tre diversi approcci:
Conservativo non farmacologico, Conservativo farmacologico e Chirurgico (96). Le linee guida
del’American e British Society ritengono opportuno iniziare dai trattamenti piu consolidati e
meno invasivi per passare successivamente ai piu costosi o sperimentali, lasciando alla

chirurgia il ruolo di ultima risorsa (97).

2.7.1 Trattamento conservativo non farmacologico
Nel 2013 la “European League Against Rheumatism” (EULAR) che rappresenta oggigiorno
una delle piu importanti organizzazioni che si occupa della prevenzione, diagnosi, terapia e
riabilitazione delle patologie reumatologiche ha pubblicato un’importante review sotto forma
di 12 raccomandazioni riguardo il management conservativo non farmacologico dell’artrosi di
anca e ginocchio (98). Per prima cosa si sottolinea come il miglior trattamento per il paziente
sia rappresentato da quello piu personalizzato possibile, cio significa ritagliare su ogni malato
I’approccio piu adatto (99). Viene inoltre evidenziata I’importanza di condividere il trattamento
con il paziente, facendolo partecipare in maniera attiva, dal momento che il coinvolgimento e
I’educazione del paziente risultano essere alla base dei risultati migliori (98). Gli elementi
cardine su cui verte 1’approccio non farmacologico sono 1’esercizio fisioterapico e la perdita di

peso (36).

2.7.1.1 Esercizio fisioterapico

L’esercizio fisioterapico ¢ essenziale per tutti i pazienti, indipendentemente dalla gravita della
malattia, dalle comorbidita, dall’eta, dal grado di dolore e dalle disabilita. Meta-analisi
definiscono da lievi a moderati gli effetti dell’esercizio su funzione e dolore (100); risultati

paragonabili a quelli ottenuti col trattamento tramite FANS ed analgesici (101). In una review
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Cochrane ha comparato 12 sessioni di esercizio sotto supervisione di un professionista sanitario
con altrettante sessioni senza supervisione ed ha dimostrato che gli effetti sul dolore e sulla
funzione erano significativamente superiori nella prima casistica (102). Le tipologie di esercizio
raccomandate per tutti i pazienti sono lo stretching muscolare e 1’esercizio aerobico come
camminare (103), mentre 1’esercizio in acqua ¢ riservato ai pazienti con grado di osteoartrosi
piu severa o impossibilitati all’esercizio contro gravita in palestra (104). Gli sport a minore
impatto, come nuoto o ciclismo, sono quelli che andrebbero effettuati, a sfavore di quegli sport
che comportano movimenti di torsione o attivita con impatto a forza elevata come la corsa,
sebbene 1’esercizio fisico sia benefico (36). Nuove attivita come yoga e tai chi, oggigiorno in
incremento tra le pratiche diffuse nella popolazione, sembrano promettenti nel migliorare
dolore e funzionalita nel caso di artrosi di anca e ginocchio; sono perd necessari nuovi studi

randomizzati e controllati per valutare la loro reale efficacia (105).

2.7.1.2 Perdita di peso

Insieme ad una corretta attivita fisica ¢ ormai dimostrato che una riduzione del peso corporeo
di almeno 1l 5% del peso a una velocita di 0,24% a settimana per 20 settimane, in persone obese
o in sovrappeso (BMI > 25), migliora sintomatologia e funzionalita soprattutto per quanto
riguarda I’artrosi di ginocchio, mentre 1’effetto sulla coxartrosi sembra minore (106). Una
simulazione effettuata negli Stati Uniti ha anche dimostrato che una riduzione di 0.6 unita di
BMI riduce la necessita di protesi di ginocchio dell’1.9%, confermando la correlazione tra
sovrappeso e necessita di ricorso alla chirurgia (36). Le linee guida dell’Ottawa Panel rivelano,
inoltre, come la combinazione di esercizio fisico e riduzione del peso, producano i migliori
effetti sulla qualita di vita, miglioramento della funzionalita e riduzione del dolore rispetto alla

gran parte degli altri approcci (107).
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2.7.2  Trattamento conservativo farmacologico

Nell’ambito dei trattamenti farmacologici si distinguono trattamenti orali e terapie di tipo
infiltrativo. Tutti 1 trattamenti farmacologici, discussi di seguito, non sono un’alternativa alla
fisioterapia e alla perdita di peso dove indicata, i quali devono essere perseguiti sin dal primo

momento della diagnosi della patologia.

2.7.2.1 Terapie orali

La terapia orale rappresenta ad oggi una delle metodiche piu utilizzate per il controllo del dolore
nei pazienti con artrosi di ginocchio e coxartrosi. Il farmaco con le caratteristiche piu favorevoli
risulta essere il Paracetamolo. In una review recente Cochrane dimostra, infatti, come tale
farmaco presenti efficacia significativamente superiore al placebo e paragonabile ai FANS, a
fronte pero di costi piu contenuti e assenza di effetti collaterali gastro-lesivi (108). Il dosaggio
consentito di Paracetemolo ¢ al massimo di 3-4 g al giorno e nella formulazione orale ¢ il
farmaco indicato come terapia iniziale del dolore osteoartrosico di grado lieve e moderato (101).
Il limite del Paracetamolo ¢ la sua nota epatotossicita al punto che la Food and Drug
Administration, recentemente, ha limitato il suo utilizzo ad un massimo di 4 gr/die € motivo per
cui ¢ un farmaco che andrebbe evitato se il paziente presenta gia una epatopatia cronica o
un’anamnesi positiva per consumo di alcol. L’altro trattamento analgesico consigliato ¢
rappresentato dai FANS. A questo proposito, una recente review confrontando 1 due trattamenti
ha dimostrato una migliore efficacia degli antiinflammatori non steroidei, i quali sono
tendenzialmente preferiti dal paziente, nonostante gli effetti collaterali superiori (101). Dagli
studi, non emerge uno specifico FANS rispetto agli altri per efficacia né per effetti collaterali,
rappresentati da gastrolesivita per i FANS non selettivi e da cardiotossicita per quanto riguarda

gli inibitori selettivi delle cox-2. A questo proposito L’American College of Rheumatology
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oltre ad invitare il medico ad informare il paziente sui possibili rischi di una terapia a base di
FANS, sconsiglia fortemente 1’utilizzo degli stessi per via orale in pazienti oltre i 75 anni di eta
o con fattori di rischio, a vantaggio di una terapia topica (109). Terapia topica che presenta delle
significative criticita nel trattamento della coxartrosi dovuta alla profondita dell’articolazione.
In caso di controindicazioni all’assunzione di FANS o inefficacia della terapia a base di
Paracetamolo, ¢ possibile ricorrere agli analgesici oppioidi, che vanno prescritti a basso
dosaggio, visto 1’elevato rischio di comparsa di dipendenza (96). Quest’ultimo trattamento da
perd scarsi risultati dovuti alla possibile comparsa di stipsi, problematica che affligge numerosi
anziani e che riduce significativamente la compliance (110). E altrettanto vero pero che il
paziente non deve sentire dolore, soprattutto in virtu di un possibile intervento chirurgico nel
breve tempo. Il dolore cronico differisce da un punto di vista eziopatogenetico da un dolore
acuto. Nell’ambito dell’osteoartrosi, il dolore acuto, che caratterizza per esempio una
riacutizzazione della malattia, ¢ un dolore tipicamente nocicettivo in cui agendo sulla causa si
risolve il dolore: ¢ infatti un dolore che risponde molto bene alla somministrazione di analgesici
anti-inflammatori. Nel dolore cronico invece si instaurano una serie di modificazioni
presinaptiche e post sinaptiche, massima espressione della plasticita sinaptica, che rendono il
dolore quasi del tutto indipendente dallo stimolo nocicettivo periferico (articolazione artrosica)
facendogli assumere per la maggior parte caratteristiche centrali. Questo rende il dolore di piu
difficile gestione, in quanto risponde molto meno alla somministrazione di FANS, bensi
richiede un trattamento con analgesici oppioidi ad azione centrale. E importante centralizzare
la terapia analgesica sul paziente, bisogna infatti valutare il paziente nella sua totalita e trattare
eventuali comorbidita presenti. Non ¢ raro infatti come soggetti soprattutto se anziani a causa
della disabilita portata dalla patologia artrosica possano sviluppare depressione, causata da una

scarsa efficacia della terapia analgesica. In questo ambito I'unico farmaco adeguatamente
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studiato con studi randomizzati controllati ¢ la Duloxetina (111). Secondo lo studio ’effetto del
farmaco ¢ significativo solamente su un terzo dei pazienti con dolore artrosico. Negli ultimi
anni, grande interesse si € sviluppato circa la somministrazione di condro protettori orali: il
condroitin solfato e la glucosamina sono due componenti naturalmente presenti
nell’articolazione umana e la loro somministrazione in varie forme rappresenta dunque una
valida alternativa terapeutica per la degenerazione cartilaginea (112). Ad oggi, la comunita
scientifica, attraverso numerosi RCT, ¢ concorde nel considerare la somministrazione orale di
Condroitin solfato e Glucosamina un trattamento efficace nel modulare 1’osteoartrosi e di

eccellente sicurezza nel lungo termine (113).

2.7.2.2 Terapie infiltrative nell artrosi di ginocchio

Un caposaldo del trattamento della patologia osteoartrosica ¢ la terapia infiltrativa. Le due
tipologie di sostanze maggiormente utilizzate sono i corticosteroidi e 1’acido ialuronico. Il
Trattamento infiltrativo a base di corticosteroidi € stato comunemente utilizzato nelle ultime 5
decadi (114). Riguardo la sua efficacia, la review Cochrane evidenzia una riduzione di 21.91
punti in una scala di dolore che va da 0 a 100, confermando la validita del trattamento
corticosteroideo. Tale effetto non dura oltre le 4 settimane (115). Questo tipo di trattamento ¢
stato tuttavia messo in discussione per una serie di controversie negli ultimi anni (116). Una
questione insoluta rimane la scelta del tipo di corticosteroide. Secondo uno studio il
triamcinolone ¢ da preferirsi al betametasone soprattutto nelle donne anziane (117). Un altro
studio ha dimostrato la superiorita del triamcinolone rispetto al metilprednisone nel controllo
del dolore (118). Indicazione specifica al trattamento con corticosteroidi, secondo alcuni studi,
dovrebbe essere, la presenza di effusione sinoviale. In presenza di versamento articolare infatti,
I’outcome del trattamento steroideo risulta superiore (119). In definitiva il trattamento

infiltrativo steroideo ¢ da considerarsi un trattamento efficace, ma a breve termine, per una
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patologia cronica (116). Un ulteriore studio mette in guardia dalla terapia corticosteroidea con
composizioni che presentino all’interno lidocaina o bupropione cloridrato poiché tossici per i
condrociti (120). Un importante studio riguardante il management dell’artrosi di ginocchio ha
mostrato assenza di effetti collaterali seri dovuti al trattamento steroideo in 1973 pazienti di 28
RCT (114). Tuttavia, ¢ nota la possibilita di effetti collaterali da attribuirsi a tale trattamento. I
potenziali effetti collaterali comprendono: dolore post-infezione, formazione di cristalli nel
liquido sinoviale, emartro, sepsi articolare, atrofia cartilaginea ed effetti sistemici quali
ritenzione idrica, aggravamento di ipertensione e di diabete mellito. Non esistono dati certi
riguardo la frequenza con cui possa essere eseguito il trattamento, ad ogni modo molti esperti
raccomandano prudenza nei confronti di un utilizzo troppo frequente e in generale non sono
raccomandate piu di 4 infiltrazioni annue (103). Per via di questa serie di limitazioni, negli
ultimi anni il trattamento steroideo sta perdendo popolarita. Il trattamento infiltrativo cui piu
spesso fa ricorso il paziente affetto da osteoartrosi ¢ la viscosupplementazione con acido
ialuronico e cross-linkati. L’acido ialuronico ¢ un glicosaminoglicano ad elevato peso
molecolare presente fisiologicamente nel liquido sinoviale dell’articolazione del ginocchio. Nel
ginocchio osteoartrosico la sua quantita risulta ridotta e ci6 determina una riduzione dell’elasto-
viscosita del liquido sinoviale, della lubrificazione, degli effetti antiinflammatori, analgesici e
condroprotettori (121). In virtu di questo, alcuni studi hanno analizzato I’effetto di iniezione
intra-articolare di acido ialuronico ed ¢ stato dimostrato che sono in grado di ridurre il dolore e
migliorare la funzione articolare rispetto al placebo (122). Sebbene gli effetti dell’Acido
Ialuronico sembrino essere transitori, la visco-supplementazione ha dimostrato di essere in
grado di ripristinare 1’omeostasi reologica nelle articolazioni affette da osteoartrosi con
miglioramento degli score del dolore e della funzionalita (123). Piu precisamente un importante

studio del 2004 ha definito nello specifico gli effetti dell’acido ialuronico sul ginocchio affetto
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da artrosi. Lo studio ne identifica una duplice attivita: viscosupplementazione, caratterizzata
dal ripristino delle proprieta meccaniche ed elastiche del liquido sinoviale, e visco-induzione,
rappresentante la stimolazione di produzione endogena di acido ialuronico da parte dei
sinoviociti e condrociti (124). Le infiltrazioni di acido ialuronico rappresentano da anni una
realta nel trattamento di artrosi di ginocchio. A questo riguardo una recente review ha
confrontato i risultati di numerosi gruppi di ricerca in merito all’efficacia dell’iniezione dello
stesso (125). Il risultato ¢ stato che 5 meta-analisi su 7 hanno dato risultati statisticamente
significativi se confrontati al placebo. Un ulteriore review del 2008 ha preso in esame le linee
guida del trattamento dell’artrosi di ginocchio di 10 differenti centri ed in 9 di questi ¢
raccomandato I’utilizzo dell’HA nel trattamento dell’artrosi di ginocchio (103). L’indicazione
all’utilizzo di acido ialuronico ¢ il trattamento dell’artrosi avanzata prima dell’intervento
chirurgico ed ¢ inoltre consigliato in alternativa all’impiego di FANS e di iniezioni di
corticosteroidi per il controllo del dolore, quando questi sono controindicati. Per quanto
riguarda la sua formulazione, studi che hanno messo a confronto, composti a basso peso
molecolare con quelli ad alto peso, non hanno portato a risultati definitivi riguardo la maggiore
efficacia dell’alto peso molecolare, al contrario si evidenzia grande eterogeneita tra i risultati
dei diversi gruppi di ricerca (126). Tuttavia, in seguito, una accurata review Cochrane ha
proposto una meta-analisi di 40 studi randomizzati controllati con placebo per 5 differenti
formulazioni di acido ialuronico disponibili in commercio. L’esito, ¢ stato un miglioramento
statisticamente significativo con tutti i componenti, ma confrontando i risultati tra loro, si sono
osservate differenze nella riduzione del dolore tra il 28% e il 54 % e nel miglioramento della
funzionalita tra il 9% e il 32% in relazione al diverso prodotto utilizzato (127). Cid impone un
ulteriore approfondimento riguardo 1’efficacia delle singole composizioni. Una variante

dell’acido ialuronico proposta piu recentemente, ¢ 1’acido ialuronico cross-linkato. Questo
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composto si ottiene con un processo finalizzato al legame di piu molecole di acido ialuronico
tra loro per ottenere un prodotto costituito da piu filamenti con maggiore peso molecolare e
maggiore emivita. Molti studi si sono proposti di confrontare I’efficacia del trattamento con
acido ialuronico rispetto al trattamento infiltrativo corticosteroideo. L’analisi di 10 trials sul
trattamento dell’artrosi di ginocchio, non ha mostrato differenze significative tra i due
trattamenti nelle prime 4 settimane seguenti I’infiltrazione, ma a 5-13 settimane, il trattamento
con acido ialuronico, si ¢ rivelato essere superiore sia per riduzione del dolore che
miglioramento della funzionalita (127). Inoltre, un recente studio ha mostrato la minore
presenza di effetti collaterali sia locali che sistemici rispetto all’utilizzo di corticosteroidi (128).
Ulteriori studi confermano la maggiore durata dell’efficacia del trattamento con acido
ialuronico, anche se ne sottolineano il piu lento inizio della comparsa di effetti benefici (129).
Negli ultimi anni, le ricerche si sono aperte ad un approccio biologico quale trattamento
dell’osteoartrosi. A questo riguardo, una svolta determinante si ¢ avuta con la dimostrazione
dell’efficacia dei fattori di crescita (Growth Factor, GF) nell’incrementare la condrogenesi e
limitare la degenerazione articolare (130). E inoltre da tempo nota la presenza di fattori di
crescita nei granuli alfa delle piastrine: TGF, PDGF, VEGF, EGF, VEGF, IGF. Cio ha condotto
molti ricercatori ad ipotizzare un ruolo delle piastrine nel trattamento delle lesioni degenerative
della cartilagine (131). Questi elementi rappresentano il presupposto per 1’utilizzo di sangue
periferico, trattato cosi da aumentarne la concentrazione piastrinica per favorire la rigenerazione
cartilaginea. Si € giunti cosi al concetto di Concentrato Piastrinico (Platelet Rich Plasma, PRP),
il quale puo derivare dal paziente stesso, PRP autologo (APRP) o dal sangue di donatori, PRP
omologo (HPRP). Il PRP sta diventando sempre piu una risorsa di primo livello nell’approccio
delle patologie reumatologiche. Oltre ad essere infatti uno strumento innovativo contro I’artrosi,

¢ stato anche utilizzato in caso di artriti/artralgie verificatesi in soggetti affetti da sindrome di

33



Sjrogen con ottimi risultati nel breve termine (132). Recenti studi clinici hanno dimostrato che
le multiple infiltrazioni intra-articolari di APRP sono un trattamento sicuro per 1’osteoartrosi di
ginocchio, in grado di ridurre dolore e sintomi e di far recuperare la funzionalita articolare (133)
(9). Inoltre, il trattamento con APRP ha una efficacia maggiore e piu duratura rispetto all’acido
ialuronico in pazienti attivi con un basso grado di degenerazione cartilaginea ed ¢ inoltre presente
una correlazione inversa statisticamente significativa tra eta del paziente e potenzialita del PRP

autologo (134).

2.7.2.3 Terapia infiltrative nell artrosi d’anca

Per quanto riguarda il trattamento dell’artrosi di anca non ci sono studi che prendono in esame
I’efficacia del trattamento intra-articolare con acido ialuronico. In riferimento alla terapia intra-
articolare con steroidi sono utilizzate nella pratica clinica e presentano efficacia, anche se non

sono stati condotti a lungo termine a riguardo (135).

2.7.3  Trattamento chirurgico dell’artrosi di ginocchio

Quando 1 sintomi non sono controllati da un’adeguata terapia farmacologica e non
farmacologica, deve essere presa in considerazione la terapia chirurgica. Prima di dover

ricorrere alla sostituzione protesica, esistono trattamenti chirurgici meno invasivi.

2.7.3.1 Debridement artroscopico

Debridement artroscopico ¢ un termine indefinito che pud comprendere una serie di operazioni
chirurgiche associate in vario modo: lavaggio articolare, rimozione di corpi mobili, detriti,
frammenti della cartilagine articolare, riparazione di menischi lacerati e intaccamento degli osteofiti

(136). L’efficacia di tale trattamento ¢ piuttosto controversa (137). Secondo un recente studio,
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infatti, nonostante gran parte dei pazienti (50-75%) mostri benefici dopo il trattamento, circa il 15%
dovra comunque ricorrere all’intervento di sostituzione protesica entro 1’anno successivo, € solo il
44 % mostra una riduzione del dolore statisticamente significativa (138). Lo sviluppo della ricerca,
pero, ha portato al riconoscimento di un insieme di fattori prognostici in grado di predire un outcome
positivo del trattamento artroscopico. Tra questi il piu rilevante ¢ la presenza di sintomi meccanici
quali blocco articolare del ginocchio correlati con lesioni meniscali instabili o flap condrali mobili.
All’interno dello stesso studio, sono stati identificati anche fattori prognostici negativi, tra cui, storia
di Osteoartrosi di durata superiore a 24 mesi, osteofiti nel compartimento mediale tibiale, spazio
articolare inferiore a 5 mm, obesita ¢ fumo. Il successo o meno del trattamento non pud dunque
prescindere da una accurata selezione dei pazienti, che devono preventivamente essere informati

sui limitati obiettivi funzionali ottenibili con I’intervento.

2.7.3.2 Trapianto di Condrociti autologhi

Di pari passo ai convenzionali interventi chirurgici, negli ultimi anni si sono affermate nuove
tipologie di interventi. Uno dei piu innovativi, che ha ottenuto maggior consenso, ¢ stato il trapianto
di condrociti autologhi, descritto per la prima volta da Brittberg nel 1984 (139). La tecnica prevede
che le cellule cartilaginee siano prelevate dall’articolazione, isolate enzimaticamente, messe in
coltura in vivo, quindi che siano poste di nuovo nell’articolazione, nelle zone di difetto cartilagineo
dopo opportuna preparazione delle stesse (140). I limiti presentati dall’applicazione clinica di
questo intervento, ovvero la difficolta di esecuzione e la necessita di un ampio accesso, sono stati
in parte superati dall’introduzione dell’ingegneria tissutale utilizzando condrociti seminati su
colture biologiche come membrane di collagene (141). Rimane pero una tecnica utilizzabile in caso
di difetti cartilaginee isolati e comunque limitati all’interno dell’articolazione. Studi a riguardo
hanno dimostrato che la tecnica, basandosi su materiale biologico ingegnerizzato, ¢ in grado di
portare alla riformazione di un tessuto cartilagineo paragonabile a quello sano (142). A conferma

di questo risultato diversi studi prospettici hanno rivelato benefici oggettivi e soggettivi nella

35



funzione articolare a 12 mesi dall’intervento (143). In virtu dei risultati tale tecnica puo essere
considerata di prima scelta nei pazienti giovani senza gravi degenerazioni cartilaginee, pur
necessitando di ulteriori conferme ad un piu lungo follow-up (142). Dopo I’entusiasmo iniziale,
oggi questo approccio ha subito una riduzione di applicazione a causa delle limitazioni legislative

riguardo la coltivazione di condrociti in laboratorio.

2.7.3.3 Mosaicoplastica

Questo intervento, noto anche con il nome di trapianto osteocondrale autologo, consiste
nell’inserimento di cilindri di osso e cartilagine, prelevati da un’articolazione sana, a livello del
difetto cartilagineo (144). In linea di principio, se il difetto non ¢ troppo esteso, questo intervento
puo essere eseguito in artroscopia. Un dato significativo, tuttavia, ¢ la dimostrazione di tessuto
fibrocartilagineo nell’interfaccia tra il cilindro osteocartilagineo e il tessuto locale, a dimostrazione
dell’assenza di un’integrazione solida (145). Secondo un recente studio, questa procedura determina

outcome positivi nel 92% dei casi (146).

2.7.3.4 Osteotomia

L’osteotomia ¢ presente in 10 linee guida su 10 come opzione terapeutica dell’osteoartrosi (147). 1l
trattamento consiste in un’osteotomia alta valgizzante, tale da determinare una ridistribuzione del
peso dal compartimento mediale a quello laterale. Studi di metanalisi rivelano che questo intervento
puo ritardare di oltre 10 anni il ricorso alla sostituzione protesica (148). Risultati positivi sulla
riduzione del dolore sono stati ottenuti nel 75 % dei pazienti a 60 mesi e nel 60 % a 100 mesi di
distanza dal trattamento. Percio i soggetti che ottengono maggior beneficio da questo intervento, in
generale, sono pazienti giovani adulti con osteoartrosi monocompartimentale fortemente

sintomatica nei quali si puo ritardare la sostituzione protesica di oltre 10 anni.
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2.7.3.5 Protesi monocompartimentale

In un terzo dei pazienti affetti da osteoartrosi del ginocchio, la patologia puo essere definita
monocompartimentale, in cui, per lo piu, ¢ interessato un singolo compartimento. In circa il 69% di
questi ¢ colpita 1’articolazione femoro-rotulea, nel 30% di questi il compartimento mediale e nel
3% il laterale (149). Una recente review di 9 studi ha confrontato questa tecnica con la sostituzione
completa, dimostrando I’ottima efficacia del trattamento con protesi monocomportamentale in
questi pazienti (150). I risultati hanno evidenziato che il dolore e la funzionalita dopo sostituzione
protesica totale e monocompartimentale sono comparabili a 5 anni, ma il range di movimento ¢

superiore dopo intervento monocompartimentale.

2.7.3.6 Artroprotesi totale di ginocchio

E considerata una procedura appropriata e affidabile per ripristinare la funzionalita e la qualita della
vita nei pazienti che non hanno tratto beneficio da precedenti trattamenti conservativi, farmacologici
e non. Ragioni di tipo etico e metodologico, hanno impedito la valutazione rigorosa dell’intervento
con RCT, di conseguenza, le evidenze riguardo la sua efficacia sono basate esclusivamente su studi
osservazionali e su un limitato numero di studi di coorte che lo confrontano con le terapie mediche
standard. Questi studi sono raccolti in una review del 2004 che analizza 1’outcome in relazione
alla qualita della vita dopo intervento di sostituzione protesica (151). Gli studi sono stati
concordi nel rilevare miglioramenti sostanziali nel dolore e funzionalita, piu variabili invece, si
sono rivelati gli effetti sulla qualita della vita sociale. I miglioramenti del dolore, inoltre, si sono
rivelati piu rapidi e sostanziali rispetto a quelli sulla funzionalitd, con momenti di massimo
beneficio a 3 e 6 mesi. La ricerca ha inoltre permesso di identificare una serie di fattori
prognostici negativi rispetto 1’esito della chirurgia. I piu significativi sono: elevato grado di
dolore pre-operatorio, bassi punteggi al mini mental test, e la presenza di comorbidita (152). In

definitiva, 1 dati giustificano la ragione per cui I’intervento di artroprotesi rimanga molto
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utilizzato e presenti continui sviluppi sia dal punto di vista della tecnica chirurgica che della
bioingegneria. La relazione sullo stato sanitario del paese del Ministero della Salute riportata
che in Italia nel solo 2009 sono stati effettuati 159.000 interventi di sostituzione protesica di cui
il 39% proprio a livello del ginocchio (153). E importante sottolineare come I’intervento di
artroprotesi totale di ginocchio rappresenti un trattamento invasivo e rischioso, tanto che va
sempre considerato il rischio-beneficio per il paziente. A questo proposito, la Knee Society, si
¢ proposta di standardizzarle in una lista comprendente tutte le principali complicanze (154):
sanguinamento post-operatorio, complicazioni della ferita, malattia tromboembolica, deficit
neuronali, lesioni vascolari, lesioni legamentose, instabilita, mal-allineamento, affaticabilita,
infezione articolare, frattura peri-protesica, osteolisi, perdita dell’impianto, re-intervento,
revisione, morte. Con la definizione di questa lista, I’intento della Knee Society ¢ stato sia
quello di ridurre la percentuale di complicanze grazie alla loro preventiva valutazione, sia di
evidenziare la necessita di ampliare le ricerche per un ottimale trattamento farmacologico, cosi

da limitare il ricorso ad un intervento che se pur consolidato ¢ tutt’altro che privo di criticita.

2.7.4  Trattamento chirurgico dell artrosi di anca

2.7.4.1 Osteotomia

L’osteotomia € una tecnica chirurgica che consiste in una sezione di un segmento osseo al fine
di modificarne lunghezza e o allineamento. Oltre ad essere un trattamento nel caso di importanti
varismi o valgismi del ginocchio o nel caso della gonartrosi, rappresenta anche una possibile
alternativa nel caso di coxartrosi. E stato visto infatti che nei soggetti in cui si ha un’artrosi
localizzata, una buona motilita articolare e una displasia di grado moderato o severo,

I’osteotomia volta a riallineare femore e pelvi rappresenta una valida alternativa alla
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sostituzione protesica. Alcuni studi sembrano dimostrare inoltre che, se effettuata per altre

motivazioni, pud prevenire lo sviluppo di coxartrosi (155).

2.7.4.2 Protesi di “superficie” o di “rivestimento”

Questo impianto viene definito cosi perché a differenza dell’artroplastica totale, prevede il
sacrificio di una minor porzione di osso del paziente (solo le superfici danneggiate, da qui il
nome), che viene sostituito mediante due componenti artificiali in metallo che interagiscono tra
di loro per generare il movimento dell'anca. Quindi sono protesi con "accoppiamento Metallo-
Metallo" e con "teste di grande diametro". E un tipo di intervento che viene proposto alle
persone giovani onde evitare un precoce intervento di sostituzione protesica totale. I vantaggi
sono rappresentati da un miglior decorso post-operatorio, da un minor rischio di dislocazione
da un eventuale intervento di revisione successiva di piu facile esecuzione rispetto ad uno di
revisione su artroplastica totale e una maggior preservazione dell’osso. Criticita sul loro utilizzo
sono perd emerse in letteratura tanto che dati a lungo temine sono richiesti per validare tale
trattamento (156). Le complicanze pit comuni sono rappresentate da: usura del metallo, fratture

del collo del femore, e perdita asettica di frammenti di protesi all’interno dell’articolazione.

2.7.4.3 Artroprotesi totale di anca

La protesi totale d’anca € un intervento che deve essere considerato a causa della sua invasivita,
complicanze e decorso post-operatorio come ultima alternativa nel management della
coxartrosi. Il momento ottimale per effettuare tale intervento non ¢ conosciuto. Sebbene la
chirurgia sia considerata come ultima alternativa, uno studio prospettico di coorte ha
evidenziato che gli outcome migliori in termini di funzionalita e dolore post-operatorio si hanno
in pazienti che presentano una buona funzionalita e un buon controllo del dolore anche prima

della chirurgia (157). L intervento di artroprotesi d’anca consiste in una sostituzione della testa
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femorale e della componente acetabolare con delle componenti artificiali, protesiche. La testa
del femore danneggiata viene rimossa e sostituita con uno stelo metallico che viene inserito nel
centro cavo del femore. Lo stelo femorale puo essere sia cementato che "press fit" cio¢ inserito
e bloccato a pressione nell'osso. Una testina in metallo o in ceramica ¢ assemblata sulla parte
superiore dello stelo. Questa testina sostituisce la testa del femore danneggiata che ¢ stata
rimossa. La superficie di cartilagine danneggiata dell’acetabolo viene rimossa e sostituita con
un alloggiamento metallico (componente acetabolare). Un distanziatore di plastica o ceramica
viene inserito tra la nuova testa e la componente metallica acetabolare per permettere una
superficie di scorrimento liscia. Il miglioramento della tecnologia ¢ alla base per ottenere
un’incisione chirurgica sempre minore, una riduzione dei tassi di complicanze, una migliore e
precoce mobilita e una minore degenza ospedaliera. E stato visto come tutti questi indicatori
sono migliori nei pazienti in cui chirurgo e ospedale effettuano un alto numero di interventi
I’anno (158). Altrettanto importante oltre all’atto chirurgico ¢ rappresentato dalla riabilitazione
post-operatoria che permette di ottenere la massima riduzione del dolore e una ripresa ottimale

della funzionalita a 12 mesi dall’intervento.

3. RUOLO DEI MASTOCITI NELLE
ARTRITI INFIAMMATORIE

Oggigiorno uno dei mediatori chiave responsabile delle manifestazioni delle malattie allergiche
¢ il mastocita. Il crosslinking delle IgE poste sulla sua superficie a seguito del contatto con
I’antigene determina un immediato rilascio dei suoi granuli, con la conseguente liberazione di
istamina e altri mediatori inflammatori responsabili a loro volta delle manifestazioni cliniche

che possono andare da una rinite allergica, fino allo shock anafilattico. Negli ultimi anni sempre
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maggior interesse ¢ stato posto sul possibile ruolo del mastocita sinoviale nella eziopatogenesi
dell’Artrite Reumatoide (159), e piu in particolare, sulla inflammazione della membrana
sinoviale. Il fatto che il mastocita sia uno dei leucociti maggiormente presenti nella membrana

sinoviale artrosica ha incentivato ancora di piu lo svolgimento di questo studio.

3.1 Biologia base del mastocita
I mastociti sono presenti nei tessuti connettivi € nelle mucose, e generalmente sono raggruppati
in cluster a livello epiteliale, perivascolare e intorno a nervi (160). Originano da cellule
staminali del midollo osseo, e sotto forma di cellule progenitrici committed CD34+, una volta
migrati nei tessuti, si differenziano in mastociti (161). I mastociti tissutali sono molto eterogenei
in quanto hanno dimensioni variabili, differiscono nel numero e contenuto di granuli e
soprattutto nella produzione di citochine ed espressione di recettori. Sia studi in vitro sia in vivo
sembrano dimostrare che questa eterogeneita rappresenti una risposta adattativa a stimoli che il
mastocita riceve nel tessuto in cui ¢ migrato (160). Allo stesso modo, la permanenza del
mastocita all’interno del tessuto ¢ controllata dall’ambiente locale, in particolare dalla

produzione del stem cell factor (SCF) da parte di cellule stromali (162).

3.2 Attivazioni del mastocita
Affinché possa espletare le sue funzioni il mastocita deve attivarsi. L’attivazione pud avvenire

per via IgE mediata o per via non IgE mediata.
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3.2.1 Attivazione IgE mediata
I MCs esprimono il recettore ad alta affinita per le IgE denominato FceR1. Tale recettore ¢ un
tetramero costituito da un complesso di quattro catene polipeptidiche: la catena a che lega la
porzione Fc della IgE, la catena B e due catene y (163). Le catene y sono presenti anche in altri
recettori di membrana come il FcyR1, che rappresenta il recettore ad alta affinita che lega la
porzione Fc delle IgG e il FcyR3a che invece rappresenta il recettore a bassa affinita per
immunocomplessi. Nel momento in cui 1’allergene lega le IgE (€ richiesto il legame con due
IgE per determinare il cross-link) si ha la fosforilazione e quindi I’attivazione della tirosin

chinasi associata alle catene 3 € Y con conseguente attivazioni di tre pathways che portano a:

e Rilascio immediato di mediatori preformati contenuti nei granuli secretori:

Entro pochi secondi dal crosslinking delle IgE di membrana, i1 granuli citoplasmatici presenti
nei mastociti si fondono nella membrana plasmatica riversando il loro contenuto all’esterno,
nello spazio extracellulare. I granuli contengono istamina, proteoglicani (eparina), proteasi
(triptasi, chimasi, carbossipeptidasi) e citochine infiammatore (164).

e Sintesi e liberazione di eicosainoidi;

Entro pochi minuti dalla attivazione IgE mediata, 1 mastociti iniziano la sintesi di eicosanoidi
dal clivaggio dell’acido arachidonico derivato da fosfolipidi di membrana (165). Importanti
metaboliti includono leucotrieni, in particolare il leucotriene B4 che aumenta la permeabilita
vascolare, induce vasocostrizione e richiama leucociti e le prostaglandine, tra cui ricordiamo la
prostaglandina vasoattiva D».

e Sintesi de novo di chemochine e citochine.

L’ultima fase di attivazione del mastocita che si verifica entro ore dalla attivazione per via IgE
mediata, ¢ rappresentata dalla sintesi de novo di chemochine e citochine pro-infiammatorie

come:IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8 IL-10, IL-13, TNF, IFN-y, TGF-B, PDGF, VEGF, NGF
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(166). L’importanza dell’attivazione IgE mediata del mastocita non ¢ ancora completamente
definita. Sicuramente, presenta un ruolo predominante nella lotta contro infezioni parassitarie,
tanto che topi geneticamente modificati caratterizzati da un deficit di IgE sono fortemente
suscettibili a infezioni elmintiche come quelle da Schistosoma mansoni e Trichinella spiralis
(167) (168). Per questo motivo, nonostante i mastociti possano essere responsabili dello
sviluppo di malattie allergiche e anafilassi, il mantenimento di tale sistema fino al giorno d’oggi

ha sicuramente portato un vantaggio evolutivo al nostro organismo.

3.2.2 Attivazione non IgE mediata
I mastociti sono presenti in siti di contatto con il mondo esterno come 1’epitelio e le mucose,
infatti oltre ad essere localizzati in cluster perivascolari, sono presenti negli epiteli che rivestono
spazi virtuali del nostro organismo come la cavita peritoneale, lo spazio pleurico e la cavita
delle articolazioni sinoviali. Queste localizzazioni suggeriscono un loro potenziale ruolo nella
sorveglianza immunitaria e nella capacita dei mastociti di individuare patogeni e iniziare la
risposta immunitaria (169). Inoltre, I’accumulo di mastociti nelle flogosi croniche suggerisce
che tali cellule possano avere un ruolo importante non solo eventualmente nell’iniziazione della

flogosi bensi anche nel mantenimento.

3.2.2.1 Mastociti nelle infiammazioni batteriche

L’importanza fisiologica dei mastociti nella difesa contro le infezioni batteriche ¢ stata
ampliamente dimostrata. Topi geneticamente modificati caratterizzati da un deficit di mastociti
sono piu suscettibili a flogosi peritoneali (170) e polmonari (171) e ad una piu alta mortalita a
infezioni. E stato osservato che insieme a tale vulnerabilita, questi topi sono caratterizzati da
una diminuzione dell’infiltrato neutrofilico nel sito di infezione. Neutrofili che possono essere

ricostituiti dalla nuova presenza di mastociti come accade nei topi wild type in cui la risposta
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dei mastociti non viene inficiata. Entro poche ore dalla flogosi peritoneale nei topi wild type, la
paracentesi dimostra un importante aumento del TNF nel liquido peritoneale. Questa
osservazione, concomitante al fatto che la somministrazione di farmaci anti-TNF annulla
I’effetto dei mastociti, e che 1’introduzione di TNF mima I’effetto di tali cellule anche nei topi
geneticamente modificati, suggerisce un importante ruolo di questa citochina come segnale per
la chemiotassi dei neutrofili. Per queste evidenze, nonostante sia ampliamente dimostrato come
1 mastociti possano fagocitare e eliminare batteri, in questi modelli sembra che il ruolo chiave
dei mastociti non sia tanto quello di azione diretta conto i batteri, quanto quello di produzione
di citochine e mediatori pro-infiammatori (TNF e leucotrieni) in grado di richiamare neutrofili
e altre cellule immunitarie per contenere 1’infezione (172) (173). Oltre all’importante ruolo
chemiotattico precedentemente descritto, i mastociti hanno la capacita di rispondere a infezioni
batteriche mediante multipli meccanismi. Questi includono I’attivazione della cellula mediante
via Toll-Like Receptors (TLRs), CD48 (un recettore per batteri Gram-negativi) e recettori per
anafilatossina C3a e C5a (174) (175). Molto interessante ¢ il fatto che D’attivazione del
mastocita tramite questi meccanismi determina una risposta potenzialmente diversa rispetto a
quella anafilattica IgE/FceR1 mediata. A differenza infatti di quest’ultima caratterizzata dalla
risposta “tutto o nulla”, 1 batteri possono innescare risposte piu graduali e una degranulazione
proporzionale all’intensita dello stimolo (172) (176). In aggiunta, la produzione di citochine e
mediatori lipidici come prostaglandine e leucotrieni si verifica come ultimo evento
nell’attivazione del mastocita e tale fenomeno ¢ indipendente dal grado di degranulazione
iniziale ma sembra regolato da altri meccanismi (177). Un’importante conseguenza
dell’attivazione mastocitaria per via non-IgE mediata ¢ 1’innesco dell’immunita adattativa.
Eicosanoidi (es. Leucotriene B4) hanno la capacita di richiamare linfociti T CD4" ¢ CD8"di

memoria che possono essere attivati grazie ai mastociti locali che svolgono le funzioni di cellule
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presentanti 1’antigene tramite MHC di classe I e MHC-II (178) (179). Inoltre i mastociti
avrebbero la capacita di potenziare la risposta immunitaria stimolando e promuovendo la
migrazione delle cellule dendritiche nei linfonodi e richiamare allo stesso tempo, i linfociti
naive negli stessi linfonodi tramite la liberazione di citochine infiammatorie (TNF e MIP-1p)
(180) (181). Sebbene I’importanza fisiologica di ognuna di queste capacita antimicrobiche ¢
lontana dall’essere completamente chiarita, sicuramente le capacita antibatteriche del mastocita

rappresentano almeno in parte il motivo per cui non sono scomparse nel corso dell’evoluzione.

3.2.2.2 I mastociti nelle malattie da immunocomplessi.

Come descritto precedentemente, i mastociti esprimono sulla loro membrana oltre ai recettori
per le IgE anche i recettori per la porzione costante delle IgG. Questi includono FcyR2b e
FcyR3a caratterizzati da una bassa affinita per il ligando e FcyR1 in grado di legare
immunocomplessi ad alta affinita (182). La presenza di tali recettori permette ai mastociti di
partecipare alla risposta immunitaria umorale, in quanto una volta che un microorganismo
patogeno viene opsonizzato da anticorpi IgG specifici viene successivamente eliminato grazie
alla degranulazione dei mastociti previo legame delle IgG con i specifici ligandi. Allo stesso
tempo pero, la presenza di tali recettori rende il mastocita capace di avere un ruolo patogenetico
nelle malattie da immunocomplessi (183). Studi rivelano come 1’azione patogenetica del
mastocita in queste malattie sembra richiedere anche I’intervento del complemento sierico. Una
volta che gli immunocomplessi si depositano nell’organo bersaglio grazie al movimento di
massa del sangue, avviene I’attivazione per “via classica” del complemento portando alla
formazione del frammento C5a che rappresenta ligando per il recettore posto sulla superficie

del mastocita (184).
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3.3 I mastociti nella membrana sinoviale normale e infiammata.
In assenza di infiammazione, mastociti sparsi sono presenti nella membrana sinoviale normale.
Tali cellule sono localizzate prevalentemente del tessuto connettivo lasso sub epiteliale
raggruppate in cluster perivascolari e intorno ai nervi. Rappresentano circa il 3% delle cellule
presenti nella membrana sinoviale normale (185) e ancora oggi il loro ruolo rimane oggetto di
attiva ricerca. L’ Artrite Reumatoide rappresenta una delle malattie reumatologiche a patogenesi
multifattoriale piti importanti nella pratica clinica. E una patologia caratterizzata da una forte
componente inflammatoria della membrana sinoviale che soprattutto durante le fasi acute della
malattia si manifesta clinicamente con versamento articolare, dolore, limitazione funzionale, e
rigidita mattutina. Il “Flares” della patologia ¢ caratterizzata oltre che da un peggioramento
della clinica che costringe il paziente a rivolgersi al medico anche da una importante
infiammazione acuta della membrana sinoviale che si viene a verificare su un subset di flogosi
cronica. L’epitelio della membrana sinoviale passa da uno spessore di 1-3 cellule, fino ad uno
spessore che puo superare 1 10 strati cellulari. Il tessuto connettivo lasso diviene infiltrato da
linfociti T, B, neutrofili, macrofagi e mastociti che dal 3% passano a rappresentare circa il 5%
di tutte le cellule sinoviali. Il numero di mastociti cambia da paziente a paziente e generalmente
varia in maniera proporzionale al grado di inflammazione sinoviale (170) (186). In analogia
con la membrana sinoviale normale 1 mastociti sono concentrati nel tessuto connettivo lasso
sub-epiteliale con cluster in prossimita delle lesioni cartilaginee e delle lesioni ossee (187).
Recenti ricerche suggeriscono inoltre che una significativa presenza di mastociti ¢ osservabile
non solo nell’Artrite reumatoide, ma in molteplici altre forme di artriti che include artrite
reumatoide giovanile, lupus eritematoso sistemico e artrite psoriasica (188). Recenti ricerche
evidenziano che anche I’artrosi ¢ caratterizzata da un aumento del numero di mastociti nella

membrana sinoviale, e a differenza di altri leucociti il loro numero ¢ maggiore nell’artrosi
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rispetto ad altre patologie reumatologiche infiammatorie. Parallelamente all’aumento dei
mastociti, il liquido sinoviale prelevato da articolazioni infiammate mostra un’importante
presenza di triptasi e istamina, entrambi considerati mediatori specifici mastocitari (189) (190).
E stato evidenziato che i mastociti presenti nel connettivo sub epiteliale della normale sinovia
presentano un pattern enzimatico diverso rispetto ai mastociti che si osservano nelle condizioni
inflammatorie. E interessante notare che, mentre i mastociti normalmente presenti nelle
condizioni non inflammatorie presentano una positivita nei granuli sia per la chimasi che la
triptasi (MCct), 1 mastocini presenti nella membrana sinoviale infiammata presentano
prevalentemente una positivita esclusiva alla triptasi (MCr) probabilmente perche derivano da
cellule progenitrici committed differenziate sotto I’influenza di linfociti T (191) (192). Sebbene
ancora oggi non siano chiare le conseguenze di tale differenza, mastociti con fenotipo simile
isolati dal polmone e dalla cute hanno rivelato pattern secretivi diversi in termine di citochine
e altri mediatori di inflammazione. Sembra infatti evidente come le MCct del polmone ¢ della
cute hanno la capacita di determinare la sintesi e liberazione di IL-4, mentre le MCr di IL-5 e
IL-6 (193). Se questo fosse vero anche nella membrana sinoviale le due popolazioni di mastociti
potrebbero avere ruoli diversi nella patogenesi delle artriti inflammatorie. IL-4 prodotta dai
MCct della membrana sinoviale non infiammata ha la capacita di stimolare la fibrosi e
deposizione di collagene, mentre 1’IL-6 avrebbe la capacita di stimolare i linfociti T e B (194).
Le prime sono raggruppate nel connettivo sub-epiteliale profondo dove infatti ¢ possibile
osservare un grado di fibrosi maggiore, mentre le MCrt sono localizzate prevalentemente nella
porzione piu superficiale in associazione con aggregati linfoidi (195). Nonostante, i mastociti
dell’artrite reumatoide e quelli dell’artrosi non appaiano istologicamente distinguibili, recenti

studi hanno evidenziato come siano presenti delle differenze relative all’espressione dei
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recettori di membrana. A differenza infatti dei mastociti presenti nell’artrite reumatoide, quelli

dell’artrosi sembrano non presentare il recettore per il frammento C5a del complemento (191).

3.4 Modello murino K/BxN per lo studio dell’artrite

L’importante ruolo dei mastociti sinoviali nella patogenesi delle artriti infiammatorie ¢ stato
consolidato grazie al modello murino K/BxN (196) (197) che permette di mimare in modello
animale una artrite reumatoide caratterizzata come nell’'uomo da un coinvolgimento articolare
simmetrico, cronico, danno cartilagineo, osseo e presenza di panno sinoviale (198). Questi topi
sono caratterizzati dalla produzione endogena di autoanticorpi contro 1’enzima ubiquitario
glucosio-6-fosfato isomerasi in risposta all’espressione del recettore T transgenico (TCR) KRN
e della MHC di classe II allele Ag7. Questo autoanticorpo presente nel siero di questi ceppi
transgenici ¢ responsabile dell’artrite e per questo motivo il siero una volta prelevato e iniettato
nei topi da esperimento puo indurre inflammazione della membrana sinoviale. La caratteristica
chiave di tale modello ¢ quello di avere la possibilita di trasferire questi autoanticorpi in topi
riceventi che a loro volta possono presentare caratteristiche specifiche grazie alla
manipolazione genica al fine di studiare la risposta dei singoli costituenti della articolazione al
trigger inflammatorio (199). Grazie al trasferimento di questo siero in topi con particolari
delezioni geniche si ¢ identificato un importante ruolo delle citochine IL-1, TNF, del recettore
per le IgG FcyR3, del complemento C3, C5 e del recettore del frammento C5a nella patogenesi
della inflammazione sinoviale (200). Sempre tramite tale modello, diverse ricerche hanno
evidenziato un ruolo cruciale del mastocita sinoviale nella patogenesi della inflammazione della
sinovia. In primo luogo le citochine e 1 mediatori infiammatori precedentemente citati sono tutti

liberati o presenti nel mastocita e in aggiunta la degranulazione dei mastociti rappresenta il
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primo evento che viene osservato in seguito alla somministrazione del siero K/BxN (196). In
secondo luogo, i topi resi geneticamente “mastociti privi”’ sono molto piu resistenti all’artrite in
seguito alla somministrazione del siero K/BxN e allo stesso tempo la ricostituzione del normale
pool di mastociti comporta artrite come nei topi wild type. Grazie a queste evidenze, sembra
che 1 mastociti sinoviali possano agire come sentinelle dell’inflammazione, determinando un
richiamo delle altre cellule infiammatorie a seguito dell’insulto ricevuto. In loro assenza
nessun’altra cellula sinoviale residente sembra avere la capacita di iniziare il “recruitment”

(201).

3.5 Ruolo del mastocita sinoviale nell’iniziazione dell’artrite
Come descritto precedentemente, 1’attivazione del mastocita pud essere innescata da
immunocomplessi IgG, complemento, ligandi TLR, IgE e antigeni microbici. Ognuno di queste
metodiche puo essere un trigger che interviene nella patogenesi dell’infiammazione della
membrana sinoviale ed ¢ per questo motivo che rimane ancora oggi un importante campo di
ricerca attiva. Per esempio gli immunocomplessi sembrano determinare artrite nella “malattia
da siero” e nella crioglobulinemia mista associata a epatite da HCV, ma allo stesso tempo
sembrano intervenire nella patogenesi dell’Artrite reumatoide insieme al complemento e
all’attivazione IgE mediata come osservabile in alcuni sottogruppi di soggetti (202). Infezioni
da batteri o virus possono comportare flogosi articolare attivando 1 recettori TLRs posti sui
mastociti, ma allo stesso tempo studi hanno rivelato come tali recettori possono essere attivati
anche in assenza di flogosi. Sembra infatti come le proteine da Shock (HSP 60) e 1 prodotti di
degradazione dell’acido ialuronico fungendo da DAMPs possano essere in grado di attivare i

mastociti e il processo flogistico all’interno dell’articolazione (203). Una volta attivati,
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molteplici sembrano essere i meccanismi con cui i mastociti potrebbero determinare la flogosi

sinoviale (figura 4).
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Figura 4: Ruolo del mastocita sinoviale nell’infiammazione sinoviale.

da: Mast cells in inflammatory arthritis. Nigrovic et al. 2004

Mediatori vasoattivi come I’istamina, la prostaglandina D2e leucotrieni aumentano la
permeabilita vascolare, mentre TNF, IL-1 e la stessa istamina promuovono I’espressione di
molecole di adesione come P-selectina, E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 sulla superficie
endoteliale (204). Questi eventi, insieme alla liberazione di sostanze chemiotattiche come gli
stessi leucotrieni, mMCP-6, IL-8, e TNF portano ad un importante richiamo di leucociti nella
membrana sinoviale inflammata. In aggiunta, citochine infiammatorie liberate dal mastocita
come [FN-y e IL-6 sono in grado di attivare i macrofagi residenti nella membrana sinoviale che
di conseguenza liberano TNF e IL-1 generando un circolo vizioso. Importante ruolo dei
mastociti sembra inoltre essere quello di determinare un’attivazione e iperplasia dei fibroblasti

presenti nel connettivo sub epiteliale grazie alla liberazione di IL-1, IL-6, bFGF, PDGF (205).
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Questi fibroblasti oltre ad essere responsabile della fibrosi osservabile negli strati piu profondi
del connettivo sub-epiteliale sembrano essere in grado di liberare collagenasi e proteasi in grado

di danneggiare la cartilagine articolare (206).

3.6 Ruolo dei mastociti sinoviali nell’artrite cronica
Nonostante il ruolo dei mastociti nella eziopatogenesi dell’artrite acuta e cronica sia lontano
dall’essere completamente chiarito, inizialmente si pensava che queste cellule avessero un ruolo
limitato all’artrite acuta. Questo perché mediante il modello murino K/BxN si era visto che la
somministrazione di due iniezioni di siero in topi riceventi era seguita dopo 1-2 giorni da una
importante sinovite che raggiungeva 1I’acume in circa 2 settimane, ma si autolimitava fino a
risolversi nel giro di 6 settimane. Sebbene alcune patologie articolari come I’artrite associata a
crioglobulinemia o alle artriti reattive post-virali hanno di solito un andamento autolimitato,
molte altre affezioni articolari come [’artrite reumatoide o I’artrosi hanno un andamento
cronico. Visto il forte aumento di mastociti in queste condizioni patologiche sarebbe
sorprendente se queste cellule avessero un ruolo solo nella fase iniziale della malattia, per
questo motivo ¢ comprensibile ipotizzare dei meccanismi che determinano un’attivazione
cronica di questi elementi,anche se il contributo dei mastociti nel mantenimento della flogosi
deve essere ancora sperimentalmente determinato. Somministrazioni ripetute di siero
proveniente da topi K/BxN in topi riceventi ha mostrato come 1 mastociti sinoviali possono

andare incontro a ripetitivi cicli di attivazione e degranulazione partecipando attivamente al

processo inflammatorio cronico.
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4. SODIO CROMOGLICATO

Il sodio cromoglicato ¢ il sale bisodico del cromoglicato, un composto chimico di formula
C23H16011, dotato di attivita farmacologica. E infatti in grado di stabilizzare i mastociti
determinando, in tal modo, un miglioramento di alcune patologie di natura allergica, soprattutto
asma. Si tratta di un composto stabile ma insolubile in acqua, infatti a pH fisiologico il composto

¢ in buona parte ionizzato e per questo motivo non assorbito.

I1 sodio cromoglicato ¢ stato scoperto dal Dr. Roger Altounyan malato lui stesso d’asma. Fu
inizialmente considerato un farmaco di svolta nella gestione dell’asma in quanto, in molti casi,
1 pazienti possono essere liberati dagli steroidi. Successivamente, si € rilevato anche utile come
profilassi per 1’asma allergica nelle rinocongiuntiviti e nelle allergie alimentari. Il Dr.
Altounyan stava indagando su alcune piante con proprieta broncodilatanti. Studiando la Khella,
usata come rilassante muscolare fin dai tempi antichi in Egitto, il Dr. Altounyan ne intui le
proprieta terapeutiche e deliberatamente ne inalo 1 derivati del principio attivo: il khellin, per
verificare se potevano bloccare i suoi attacchi d’asma. Dopo diversi anni di sperimentazione

riusci ad isolare un composto efficace e sicuro per I’asma, che fu chiamato sodio cromoglicato.

4.1 Farmacocinetica e farmacodinamica
Il sodio cromoglicato viene poco assorbito per bocca e per tale motivo viene utilizzato
localmente tramite inalazione o per aerosol. Per via orale 1’assorbimento sistemico ¢ scarso (1%
circa) e di esso buona parte viene eliminata inalterata nella bile, urine e feci. L’emivita del

composto ¢ di circa 80 minuti.
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Il meccanismo d’azione dei cromoni non ¢ del tutto noto. Inizialmente noti come inibitori della
degranulazione mastocitaria, questi farmaci, oltre ad inibire in maniera dose dipendente il
rilascio dovuto ad IgE di mediatori dell’infiammazione dai mastociti umani, possiedono effetti
selettivi di inibizione dell’attivita di altre cellule infiammatorie come macrofagi, eosinofili,
neutrofili, monociti e del rilascio antidromico di mediatori dell’inflammazione da terminazioni
sensitive afferenti. Il meccanismo dell’effetto antidegranulante dei cromoni implica I’inibizione
di un canale del cloro sulle cellule infiammatorie e la riduzione della iperpolarizzazione
cellulare che attiva 1’aumento delle concentrazioni di calcio intracellulare, a sua volta
responsabile della degranulazione. Oltre che sulla reazione asmatica precoce dovuta soprattutto
all’attivazione dei mastociti, i cromoni sono efficaci anche dopo la degranulazione mastocitaria
conseguente al challenge con antigene e possono inibire anche la reazione asmatica tardiva dove

il ruolo fisiopatologico principale ¢ svolto dagli eosinofili.

In uno studio clinico la somministrazione cronica di disodiocromoglicato ha diminuito la
percentuale di eosinofili nel liquido di lavaggio broncoalveolare, a dimostrazione di un effetto

antinfiammatorio di questi farmaci.

4.2 Indicazioni terapeutiche
I cromoni possono essere somministrati come terapia di controllo dell’asma nei casi di asma
persistente lieve. Somministrati come farmaci per la prevenzione, i cromoni inibiscono la
risposta asmatica precoce e tardiva conseguente ad inalazione di allergene e la
broncocostrizione acuta conseguente ad esercizio fisico ed all’inalazione di aria fredda e di
anidride solforosa. Il disodiocromoglicato riduce 1 sintomi e la frequenza di riacutizzazione di

asma, ma |’effetto sull’iperreattivita bronchiale aspecifica non ¢ sempre presente. Per quanto

53



meno efficaci, i cromoni, per la loro elevata tollerabilita, costituiscono un’alternativa
terapeutica ai glucocorticoidi inalatori in eta pediatrica, dove sono da considerare i possibili
effetti inibitori dei glucocorticoidi sull’accrescimento corporeo. La risposta terapeutica ai
cromoni ¢ spesso imprevedibile. Pertanto, ¢ generalmente necesssario un periodo di terapia con
cromoni di 4-6 settimane per identificare i pazienti con asma che rispondono alla terapia con
questi farmaci. In caso di polveri inalabili si utilizza una dose iniziale di 20mg circa 4 volte al
giorno, aumentabile fino a 6-8 volte al di a seconda dei casi. Qualora si debba intraprendere un

esercizio fisico se ne puod assumere una dose una mezz’ora prima dell’attivita.

Oltre all’asma allergica, il sodio cromoglicato trova applicazione in altre patologie d’ordine
allergico quali riniti e congiuntiviti e nella prevenzione delle allergie alimentari. Per il
trattamento della congiuntivite allergica si possono utilizzare appositi colliri a base di sodio
cromoglicato da utilizzarsi 4 volte al giorno. Nella rinite allergica il sodio cromoglicato viene
considerato di prima scelta nei bambini anche se antistaminici e cortisonici locali vengono
considerati piu efficaci. La dose utilizzata ¢ di uno spruzzo per narice 2-4 volte al giorno. In
caso di riniti allergiche stagionali la terapia dovrebbe cominciare 2 0 3 settimane prima
dell’arrivo della stagione in questione. Nelle allergie alimentari si utilizza una dose di 200mg 4
volte al giorno prima dei pasti. In bambini di eta compresa trai 2 ed i 14 anni, invece, si utilizza
un dosaggio di 100mg. Il dosaggio pud essere aumentato, in caso di necessita, fino ad un
massimo di 40 mg/kg al giorno. Qualora non si riuscisse ad evitare il contatto con alimenti
allergenici (per esempio durante i pasti al ristorante o a mesa) si puo utilizzare una dose singola
di sodio cromoglicato un quarto d’ora prima del pasto per cercare d’evitare lo scatenarsi della

sintomatologia.
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4.3 Effetti collaterali e tossicita
Disodiocromoglicato presenta solo minimi effetti collaterali e poco frequenti a causa del suo
scarso assorbimento. Essi comprendono xerostomia, odinofagia, tosse, senso di affanno o di
costrizione toracica. Talvolta pud comparire un episodio di broncospasmo transitorio che dopo
poco tempo svanisce € che, comunque, puod essere trattato con un broncodilatatore. In caso di
uso di colliri pud aversi un transitorio senso di bruciore e sono stati riportati alcuni casi di
alterazione del gusto con comparsa d’un senso d’amaro in bocca. Nell’'uso orale per il
trattamento delle allergie alimentari talvolta puo aversi senso di nausea, dolori articolari e rash
cutaneo. In rari casi si puo avere comparsa di dermatiti, gastroenteriti o miositi, € ancor meno
volte, infiltrati polmonari eosinofili con anafilassi. Non sono noti casi di pericolosita del sodio
cromoglicato in gravidanza o durante 1’allattamento per cui viene ritenuto sicuro da utilizzare

durante questi stadi anche se ¢ bene che cio avvenga sotto controllo medico.

5. STUDIO SPERIMENTALE:
TRATTAMENTO INFILTRATIVO
PER L’OSTEOARTROSI DI
GINOCCHIO MEDIANTE SODIO
CROMOGLICATO E ACIDO
IALURONICO

5.1 INTRODUZIONE E SCOPO DELLO STUDIO

L’artrosi rappresenta oggigiorno la causa maggiore di disabilita nell’anziano e anche se ¢ stata
per molto tempo considerata una patologia non infiammatoria (2), € ormai accettato dalla

letteratura internazionale come la sinovite ricopra un ruolo chiave nella patogenesi della

55



malattia. Recenti studi di immunoistochimica hanno dimostrato la presenza di infiltrato
infiammatorio nella membrana sinoviale delle articolazioni artrosiche. E stato quindi messo a
confronto tale infiltrato con quello caratterizzante 1’artrite reumatoide. I risultati hanno
dimostrato che nella patologia artrosica sono presenti le stesse molecole infiammatorie ma in
quantita inferiore, ad eccezione dei mastociti che prevalgono nell’Osteoartrosi. Nella
membrana sinoviale inflammata queste cellule sono responsabili del richiamo di altre cellule
inflammatorie attraverso il rilascio di citochine, dell’attivazione dei sinoviociti, della
stimolazione dell’angiogenesi e inoltre hanno un ruolo preponderante nella percezione del
dolore. I meccanismi attraverso cui sono in grado di assolvere tali funzioni non sono ancora
perfettamente compresi, ma ¢ noto che siano in grado di produrre tutte le principali citochine
implicate nella patogenesi artrosica (261). Data I’importanza di tali elementi nella genesi e
progressione della patologia artrosica si € sviluppato grande interesse attorno al mastocita.
Nonostante la disponibilita di una vasta gamma di farmaci e modalita di trattamento per l'artrite
e le malattie infliammatorie in generale nessuna si ¢ dimostrata essere del tutto soddisfacente
per l'osteoartrosi. Il nostro studio descrive un metodo e una composizione per trattare
l'inflammazione degli occhi e dell'orecchio comprendente cromoglicato di sodio da solo o in
combinazione con acido ialuronico. Inizialmente si ¢ verificata 1’effettiva presenza di un
numero elevato di mastociti nella membrana sinoviale dei pazienti artrosici tramite tecniche di
istologia e immunoistochimica. Secondariamente ¢ stato messo a punto un modello di studio
che confermasse il ruolo effettivo del mastocita nella patogenesi artrosica, ovvero la co-coltura
tra mastociti e condrociti. Tali passaggi sono stati necessari a confermare tramite studi in vitro
I’importanza dei mastociti nella genesi e propagazione della patologia artrosica. Sulle base di
queste evidenze sono stati quindi effettuati esperimenti su composti maggiormente efficaci

nell’inibire I’attivita dei mastociti. All’interno di questi, la categoria dei cromoni, stabilizzatori
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di membrana mastocitaria, si sono rivelati essere particolarmente efficaci. Le mast cells
(mastocita) sono state infatti descritte per la prima volta da Paul Ehrlich nel 1878 nel contesto
della patologia allergica. Il modello della co-coltura ¢ stato quindi utilizzato per verificare
I’effetto diretto del cromoglicato di sodio sul mastocita. Quanto ¢ emerso ha dimostrato
I’effettiva capacita di ridurre in maniera significativa I’attivita del mastocita, in particolare ¢
stata anche valutata 1’efficacia del cromoglicato nell’inibizione del mastocita in associazione
ad acido ialuronico. Studi in vitro hanno inoltre dimostrato I’assenza di tossicita sul
microambiente articolare. Il primo scopo del presente studio ¢ pertanto verificare 1’efficacia di
un innovativo metodo di trattamento dell’osteoartrosi tramite un inibitore dell’attivita
mastocitaria, in particolare uno stabilizzatore della membrana mastocitaria come un cromone.
Il secondo scopo ¢ brevettare una composizione per uso intrarticolare comprendente un
cromone e preferibilmente un altro principio attivo nel trattamento dell’osteoartrosi come ad

esempio 1’acido ialuronico.

5.2 MATERIALI E METODI

5.2.1 Pazienti artrosici

Primariamente i frammenti di membrana sinoviale sono stati ottenuti direttamente in sala
operatoria durante I’intervento di sostituzione protesica. Lo studio osservazionale ¢ stato
condotto con il piu alto rispetto per i partecipanti, che hanno fornito un consenso informato
scritto. Tutti 1 pazienti sono stati trattati presso la Clinica Ortopedica dell’Azienda Ospedaliera

— Universitaria Ospedali Riuniti di Ancona. Dal gennaio 2015 ad aprile 2017, trenta pazienti
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affetti da gonartrosi e sottoposti a protesi totale di ginocchio (gruppo OA ginocchio) sono stati

inclusi nello studio. I criteri di inclusione sono:

e eta> 50 anni;

e storia di dolore cronico (> 4 mesi) e/o versamento articolare;

e limitazioni delle attivita quotidiane;

e artrosi avanzata (Kellgren-Lawrence di grado III e IV);

¢ non soddisfazione del paziente con il trattamento conservativo.

Criteri di esclusione:

e malattie neurologiche e cardiovascolari (classificato NYHA III - IV);

e diabete;

e atopia,

e osteonecrosi;

e malattie reumatologiche con potenziale interesse dell’articolazione del ginocchio;

e precedente chirurgia del ginocchio;

e utilizzo di farmaci immunosoppressivi e infiltrazioni articolari (acido ialuronico,

steroidi ecc) negli ultimi sei mesi.

Nello stesso intervallo di tempo, 30 pazienti sottoposti a artroprotesi di anca sono stati inclusi

nello studio (gruppo OA anca). I criteri di inclusione sono rappresentati da:

e cta> 50 anni;
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e storia di dolore cronico (> 4 mesi) e/o versamento articolare;

e limitazioni delle attivita quotidiane;

e artrosi avanzata (Kellgren-Lawrence di grado III e IV);

¢ non soddisfazione del paziente con il trattamento conservativo.

I criteri di esclusione sono:

e malattie neurologiche e cardiovascolari (classificato NYHA III - IV);

e diabete;

e atopia;

e osteonecrosi;

e malattie reumatologiche con potenziale interesse dell’articolazione dell’anca;

e precedente chirurgia dell’anca;

e morbo di Perthes

e epifisiolisi

e displasia

e utilizzo di farmaci immunosoppressori e infiltrazioni articolari (acido ialuronico,

steroidi ecc) negli ultimi sei mesi.
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5.2.2 Dati clinici e radiologici

\

Il dolore dei pazienti ¢ stato valutato con la scala visiva analogica VAS (0-100) mentre i
questionari per la valutazione della funzionalitd dell’articolazione di anca e ginocchio,
rispettivamente HOOS e KOOS (ultima versione 2012), sono stati registrati prima
dell’intervento chirurgico. Radiografie standardizzate (postero-anteriore sotto carico per il
ginocchio e antero-posteriore della pelvi per I’anca) sono state effettuate a tutti i pazienti inclusi
nei gruppi OA di ginocchio e anca. Le radiografie sono state analizzate da un radiologo esperto
in patologia muscolo-scheletrica che non era a conoscenza dei dati dello studio secondo la

classificazione di Kellgren e Lawrence (KL).

5.2.3  Gruppi di controllo

I pazienti non affetti da artrosi sono stati suddivisi in due gruppi di controllo. Il primo gruppo
(gruppo controllo ginocchio) comprende cinque pazienti che sono stati sottoposti ad
amputazione traumatica dell’arto inferiore. Il secondo gruppo (gruppo controllo anca)
comprende cinque pazienti che sono stati sottoposti ad artroprotesi di anca a seguito di frattura
mediale del collo del femore. In entrambi i gruppi di controllo I’anamnesi era negativa per OA,

dolore articolare o pregressa chirurgia dell’articolazione presa in esame.

5.2.4 Istochimica e immunoistochimica dei campioni

I campioni di membrana sinoviale ottenuti dalla chirurgia sono stati fissati in formalina al 10%
per circa 24 — 48h, successivamente sono stati inclusi in paraffina e sezionati con uno spessore
di 3-5 um. Le sezioni sono state “deparaffinate” in xylene e reidratate tramite una serie
crescente di alcol (tutti i reagenti provengono dalla Bio-Optica Spa, Milano, Italia). Per I’analisi
istologica di routine, le sezioni sono state colorate con Ematossilina-Eosina e con il Blu di
Toluidina. Polysine ® slides (Menzel-Glédser, Braunschweig) sono state usate per 1’analisi

immunoistochimica. Le sezioni sono state incubate in 3% di perossido di idrogeno (H202) a
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temperatura ambiente. Successivamente, le sezioni sono state incubate con anticorpo
policlonale di coniglio anti CD-117 umano, diluito in 1:50 in EnVision FLEX Antibody Diluent
in atmosfera umidificata per 20 minuti. Il complesso antigene-anticorpo ¢ stato individuato
tramite Dako EnVision™ + Dual Link System, HRP/DAB, seguendo le istruzioni della casa
produttrice (tutto il materale Dako Agilent Technologies, Carpinteria, CA, USA). I vetrini sono
stati contro-colorati con ematossilina di Mayer’s (Bio-Optica Spa, Milano, Italia). I vetrini sono
stati esaminati con il microscopio ottico Leica Leitz DMRBE (Leica Microsystem, Wetzlar,
Germany). Nel nostro studio abbiamo utilizzato il Blu di Toluidine per individuare i mastociti
in quanto tramite questa colorazione si evidenzia una spiccata metacromasia citoplasmatica. In
letteratura, ¢ riportato che il Blu di Toluidina ¢ meno sensibile rispetto a colorazioni come la
Triptasi utilizzati in altri studi (236). Per risolvere questa criticita abbiamo utilizzato
I’immunoistochimica con 1’anticorpo anti CD-117 presente sulla superficie del mastocita che
ha permesso di individuare le cellule che hanno parzialmente o totalmente degranulato. Sono
stati calcolati il numero totale di mastociti e il numero di vasi in 10 adiacenti campi ad alto
ingrandimento (hpf) partendo dal centro della sezione e andando da sinistra verso destra,
mantenendo 1’osservazione negli strati piu superficiali della sezione. Mastociti e vasi sono stati
contati manualmente da due osservatori indipendenti in cieco. La media della somma del
numero totale dei mastociti e del numero totale dei vasi in 10 hpf ottenuta dai due operatori ¢
stata utilizzata per analisi statistica. Nessuno dei due osservatori era a conoscenza delle
caratteristiche del paziente da cui il campione di membrana sinoviale proveniva ogni volta. Per
valutare I’inflammazione della membrana sinoviale, ogni campione ¢ stato esaminato secondo
quanto descritto da Krenn et al. (73), calcolando il cosiddetto “synovitis score (SS)”. Il numero
degli strati di cellule che costituiscono lo strato epiteliale, il grado di cellularita dello stroma e

il grado di infiltrato infiammatorio sono le tre caratteristiche da valutare per calcolare tale score.
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L’infiltrato infiammatorio ¢ stato valutato a basso ingrandimento (obiettivo lente 10X), mentre
gli altri due parametri sono stati valutati ad alto ingrandimento (obiettivo lente 40X). Ogni
parametro puo assumere un valore che va da (0) a (3), mentre il synovitis score deriva dalla
somma dei valori dei tre parametri. In base a tale somma possiamo avere assenza di sinovite se
SS ¢ 0-1, basso grado di sinovite se 2-4, oppure alto grado di sinovite se SS ¢ 5-9. Per ogni

campione di membrana sinoviale ¢ stato quindi calcolato:

e numero vasi/ 10 hpf;

e numero mastociti / 10 hpf;

e synovitis score.

5.2.5 Analisi statistica

I dati sono stati statisticamente valutati con analisi della media, varianza e t-Student’s test. Per

ogni confronto effettuato durante lo studio si € scelto un intervallo di confidenza (IC) del 95%.

5.2.6 Co-coltura mastociti

Secondariamente ¢ stato effettuato un prelievo di condrociti € membrana sinoviale da quattro
pazienti sottopostisi ad artroprotesi totale di ginocchio. I pazienti da cui ¢ stato effettuato il

prelievo erano due maschi e due femmine con i seguenti criteri di inclusione:

eta > 65 anni;

storia di dolore cronico (> 4 mesi) /0 versamento articolare;

limitazioni delle attivita quotidiane;

e artrosi avanzata severa (Kellgren-Lawrence di grado 1V);
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e non soddisfazione del paziente con il trattamento conservativo

I criteri di esclusione sono:

e malattie neurologiche e cardiovascolari (classificato NYHA III - IV);

e diabete;

e atopia,

e Osteonecrosi;

e malattie reumatologiche con potenziale interesse dell’articolazione dell’anca o del

ginocchio;

e precedente chirurgia di anca o di ginocchio;

e morbo di Perthes;

e epifisiolisi;

e displasia;

e utilizzo di farmaci immunosoppressori e infiltrazioni articolari (acido ialuronico,

steroidi ecc) negli ultimi sei mesi.

Ottenuto il campione, si ¢ proceduto alla digestione dello stesso tramite collagenasi, poi sono
stati isolati 1 mastociti dalla membrana sinoviale tramite biglie magnetiche con anticorpi anti
CD117 e colonnine. I mastociti sono stati stimolati a proliferare e differenziarsi attraverso CSF
(Colony stimulaing factors), IL-3 e IL-4. Successivamente ¢ stata realizzata una co-coltura
condrociti-mast cells con terreno di coltura DMEM/RPI 1640 ed elaborate tre co-colture per tre

diversi esperimenti: esperimento a, esperimento b, controllo c.
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a) Esperimento a: calcium ionophore a23187 (10-6 m o 10 pg/ml 4) per 30 minuti;

b) Esperimento b: aggiunta di collagene II;

¢) Controllo c: no attivazione mast cell.

Pertanto, ’attivazione di mast cells nel primo campione ¢ stata fatta con calcio ionoforo, il
metodo che in letteratura ¢ descritto come il piu efficace per attivarle in vitro; nel secondo con
collagene II, un prodotto della degenerazione cartilaginea; il terzo ¢ il campione di controllo,

senza cio¢ attivazione delle mast cells.

Rispettivamente per ogni esperimento a, b e controllo dopo 3 — 5 — 7 giorni di co-coltura ¢ stata
prelevata una quantita predefinita di terreno, posizionata successivamente in due pozzetti di
ogni piastra elisa. Le piastre elisa utilizzate sono state: NGF, BDNF, IL-17A, TNF-alfa, IL-

Ibeta, IFN-gamma.

Oltre a ci0, in laboratorio si € svolto un ulteriore esperimento: seguendo lo stesso procedimento
spiegato poche righe sopra, abbiamo allestito una nuova co-coltura di mastociti e cartilagine
alla quale questa volta ¢ stato aggiunto cromoglicato di sodio 3 mg/ml, in seguito all’attivazione

dei mastociti stessi con collagene II.

5.2.7 Test di tossicita

Studi preliminari sono andati a valutare I’eventuale tossicita del cromoglicato di sodio sui
componenti nobili dell’articolazione, condrociti e legamentociti. Per fare cio si € usato il
saggio MTT, dove la sigla indica il composto di bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, che ¢ un saggio colorimetrico standard per la misurazione dell’attivita degli

enzimi che riducono I’MTT a formazano, conferendo alla sostanza colore blu/violaceo. Cio

64



accade prevalentemente nei mitocondri; puo essere utilizzato per determinare la citotossicita
di farmaci o altri tipi di sostanze chimicamente attive e potenzialmente tossiche. L’enzima
miticondriale succinato deidrogenasi ¢ attivo infatti soltanto nelle cellule vive, e la sua
funzione consiste nel tagliare 1’anello di tetrazolio dell’MTT (sostanza di colore giallo) con la
formazione, di conseguenza, di formazano (un sale blu). Tale reazione ¢ valutata e misurata

mediante la lettura spettrofotometrica del campione, alla lunghezza d’onda di 570 nm.

5.2.8 Analisi statistica

I dati sono stati statisticamente valutati con analisi della media, varianza e t-Student’s test. Per

ogni confronto effettuato durante lo studio si € scelto un intervallo di confidenza (IC) del 95%.

5.3 RISULTATI
Dal gennaio 2015 a aprile 2017, 30 pazienti del gruppo OA ginocchio, 30 del gruppo OA anca,
5 pazienti nel gruppo controllo ginocchio e 5 pazienti nel gruppo controllo anca sono stati

inclusi nello studio. Le caratteristiche dei pazienti sono mostrate nella tabella 1.

Knee OA group Knee control Hip OA group Hip control
nr. Of patient 30 5 30 5
Age (years), mean (SD) 73.18 (7.7) 53.2(8.17) 69.8 (6.3) 65.4 (7.2)
Female, n (%) 11 (36.67 %) 2 (40%) 19 (63.33%) 4 (80%)
VAS pain, mean (SD) [IC 95%] 78.5 (10.27) [74.67-82.33] 78.67 (6.94) [76.08-81.26]
KOOS/HOOS score, mean {(SD),[1C95%] 31.98 (7.73) [29.09-34.87] 31.41 (7.37) [28.66-34.16]
KL 3 n (%) 13 (43.3%) 18 (60%)
KL 4 n (%) 17 (56.7%) 12 (40%)
Total synovitis score, mean 3.77 (0-9) 0.4 (0-9) 2.8 (0-9) 0.6 (0-9)
Lining layer, mean 1.58 (0-3) 0.6 (0-3) 1.2 (0-3) 0.5 (0-3)
Stromal activation, mean 1.5(0-3) 0.2 (0-3) 1.3(0-3) 0.4 (0-3)
Infiltrate, mean 1.41 (0-3) 0.3 (0-3) 1.27 (0-3) 0.2 {0-3)
Mastcell/10 hpf, mean (SD), [IC95%] 159.2 (70.49) [132.88-185.52] 20 (5.92) [5.3-34.7] 107.77 (23.55) [94.73-120.81] 14 (2.74) [10.6-17.4]
Vessels/10 hpf, mean (SD), [IC95%] 59.48 (19) [52.25-66.71] 25.2 (3.11) [21.33-29.07] 54.44 (14.11) [47.42-61.46] 16.4 (6.23) [8.67-24.13]
Tabella 1
Legenda:

SD: deviazione standard
IC: intervallo di confidenza
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Abbiamo quantificato i mastociti nei frammenti di membrana sinoviale provenienti dai pazienti
artrosici e da controlli. I mastociti sono localizzati prevalentemente nello strato sub-intimale in

accordo con la letteratura (85) (237) (Figura 5-6-7).

Figura 5: I mastociti sono le cellule risultate positive all'anticorpo anti
CD 117 evidenziate con il color marrone, Ingrandimento 40X
Immagine del laboratorio della Clinica Ortopedica dell’Universita

Politecnica delle Marche.
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Figura 6: Blu di toluidina (100X). I mastociti presentano metacromasia
citoplasmatica.

Figura 7: Blu di Toluidina (100X). Mastociti perivascolari con
metacromasia
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La media dei mastociti per paziente calcolati in 10 hpf ¢ stata di 159.2 IC [132.88 — 185.52] per
quanto riguarda il gruppo OA ginocchio, 107.77 IC [94.73 — 120.81] per il gruppo OA anca, 20
IC [5.3 — 34.7] per il gruppo controllo ginocchio e 14 IC [10.6 — 17.4] per il gruppo controllo
anca. Tramite I’analisi statistica e lo studio della t di student ¢ stato visto che le medie dei gruppi

OA sono maggiori rispetto a quelle dei gruppi controllo e tali differenze sono statisticamente

significative (P<0.05) (Grafico 1).
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Per quanto riguarda il synovitis score e il numero di vasi per 10 hpf, abbiamo visto come il
valore medio calcolato sui frammenti provenienti da pazienti artrosici ¢ statisticamente
maggiore rispetto alla media calcolata nei controlli (P<0.05) (Grafico 2). Dai nostri dati ¢
emerso inoltre che il numero di mastociti sembra essere correlato con il valore del sinovitis
score ¢ quindi con I’inflammazione della membrana sinoviale. Per quanto riguarda il gruppo
OA ginocchio abbiamo diviso tale gruppo in due sottogruppi in relazione del valore del
synovitis score, considerando nel primo sottogruppo tutti i frammenti di membrana
caratterizzati da un synovitis score < 4, nel secondo i frammenti con synovitis score >4.
Abbiamo successivamente calcolato la media della somma di mastociti su 10 hpf nel primo e
secondo sottogruppo. La media dei mastociti del secondo sottogruppo ¢ risultata statisticamente
maggiore rispetto a quella del primo sottogruppo (P<0.05). I frammenti provenienti dal gruppo

OA anca presentano un synovitis score </= 4 (Grafico 2).

Synovitis score

0

@ Knee OA group @ Knee control gruop S Hip OA group O Hip control group

Grafico 2
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Per questa ragione abbiamo costituito due sottogruppi, il primo costituito da tutti i frammenti
aventi un synovitis score <3, il secondo sottogruppo caratterizzato dallo score infiammatorio
>3. Seguendo lo stesso procedimento, descritto precedentemente abbiamo visto che anche nel
gruppo OA anca, la media dei mastociti presenti nel secondo sottogruppo ¢ maggiore in modo
statisticamente significativo rispetto alla media del primo sottogruppo (P<0.05). Per
comprendere il possibile contributo dei mastociti nella clinica, in entrambi i gruppi di OA di
anca e ginocchio abbiamo posto in relazione la media dei mastociti su 10 hpf con VAS e il
valore di funzionalita ottenuto dai questionari di HOOS e KOOS. Abbiamo notato come in
entrambi 1 gruppi, all’aumentare del numero di mastociti abbiamo un trend di crescita della

VAS e una diminuzione del punteggio di HOOS (Grafico 3) e KOOS (Grafico 4).
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Per valutare 1’associazione tra il numero di mastociti e il danno cartilagineo, in entrambi i gruppi
di artrosi abbiamo suddiviso i frammenti di membrana sinoviale in relazione alla classificazione
KL. La media dei mastociti in 10 hpf nei frammenti caratterizzati da un’artrosi KL3 ¢ inferiore
a quella dei frammenti KL4 anche se tale differenza non ¢ statisticamente significativa
(P>0.05). I risultati attestano I’attivazione dei mastociti in seguito alla stimolazione con
frammenti cartilaginei, il che dimostra un coinvolgimento dei mastociti nella fase precoci della
patogenesi artrosica, € le mette in luce come cellule sentinella nell’ articolazione e trigger del

processo infiammatorio alla base dell’osteoartrosi.

Successivamente, studi preliminari sono andati a valutare 1’eventuale tossicita del cromoglicato
di sodio sui componenti nobili dell’articolazione, condrociti e legamentociti. La concentrazione
plasmatica raggiunta dal cromoglicato di sodio dopo inalazione massima ¢ circa 12,1 ng/mL
che corrisponde a 0,0121 pg/mL. Abbiamo valutato 1’eventuale tossicita a livello intra
articolare fino a un dosaggio 102 superiore a tale valore, a 1 ora, 3 ore, 24 ore e 48 ore di
distanza. Per la precisione sono state effettuate infiltrazioni crescenti da 0,01 pg/mL, 0,05
pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 5 pg/mL di Brunicrom 2% messe a confronto con il gruppo

controllo, che non ha invece ricevuto sodio cromoglicato.
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BRUNICROM 2% dopo 1 ora

CONDROCITI

CTRL 0,01 pg/M1 0,05 pg/mL. 0,5 pg/mL 1 pg/mL

0,052 0,068 0,06 0,064 0,058

0,084 0,08 0,075 0,071 0,085

0,081 0,076 0,067 0,047 0,06
MEDIA 0,072333 0,07466667 0,0673333  0,06066667 0,06066667
Dev. St.  0,017673 0,0061101  0,00750555 0,01234234 0,01504438
Yovit. 1,03225806 0,93087558 0,83870968 0,93548387

103% 93% 84% 94%

T test 0,76549118 0,02582363 0,44444444 0,39453857
LEGAMENTOCITI

CTRL 0,01 ng/M1 0,05 pg/mL 0,5 pg/mL. 1 pg/mL

0,118 0,154 0,157 0,15 0,151

0,131 0,145 0,137 0,121 0,143

0,124 0,126 0,149 0,122 0,132
MEDIA  0,12343333  0,1416666 0,14766667 0,131 0,142
Dev. St.  0,00650641 0,0142945 0,01006645 0,01646208 0,009539
Yovit. 1,1394101 1,18766756 1,0536193  1,142091

9 15
114% 119% 105% 114%

T test 0,2237941 0,57644128  0,10226304 0,212273
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5 ng/mL
0,059

0,061

0,061
0,06033333
0,0011547

0,83410138
83%

0,2139988

5 ng/mL
0,143
0,132
0,087
0,1206666
0,0296704

0,0970509
38
97%

0,2139988



BRUNICROM 2% dopo 3 ore

CONDROCITI
CTRL 0,01 pg/M1 0,05 pg/mL. 0,5 pg/mL 1 pg/mL
0,064 0,066 0,062 0,068 0,062
0,083 0,067 0,069 0,056 0,081
0,078 0,078 0,056 0,062 0,066
MEDIA 0,075 0,07033333 0,06233333 0,062 0,06966667
Dev. St.  0,009849 0,00665833 0,00650641 0,006 0,01001665
Yovit. 0,93777778 0,83111111 0,82666667 0,92888889
94% 83% 83% 93%
T test 0,49871959 0,3827866  0,9628096  0,48964441
LEGAMENTOCITI
CTRL 0,01 pg/Ml 0,05 pg/mL 0,5 pg/mL 1 pg/mL
0,118 0,128 0,146 0,107 0,131
0,134 0,107 0,104 0,109 0,124
0,123 0,122 0,126 0,119 0,138
MEDIA 0,125 0,119 0,12533333 0,11166667 0,131
Dev. St.  0,00818535 0,01081665 0,02100794 0,0064291 0,007
Yovit. 0,952 1,00266667 0,89333333 1,048
95% 100% 89% 105%
T test 0,63927783 0,41280782 0,40728914
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5 ng/mL
0,062

0,057

0,059
0,05933333
0,00251661

0,79111111
79%

0,28408567

5 pg/mL
0,111

0,14

0,152
0,13433333
0,02107922

1,07466667
107%

0,0176544 0,80220306



BRUNICROM 2% dopo 24 ore

CONDROCITI
CTRL 0,01 pg/Ml 0,05 pg/mL
0,112 0,107 0,103
0,098 0,093 0,095
0,095 0,095 0,085
MEDIA 0,101667 0,09833333 0,09433333
Dev. St.  0,009074 0,00757188 0,0090185
Y% vit. 0,96721311 0,92786885
97% 93%
T test 0,18350342 0,0785214
LEGAMENTOCITI
CTRL 0,01 pg/mL 0,05 pg/mL
0,092 0,09 0,096
0,089 0,087 0,093
0,095 0,093 0,111
MEDIA 0,092 0,09 0,1
Dev. St. 0,03 0,03 0,00964365
Y% vit. 0,97826087  1,08695652
98% 109%
T test =DIV/0! 0,18350342

0,5 pg/mL
0,099
0,097
0,093

0,09633333
0,00305505

0,94754098

95%

0,29969902

0,5 pg/mL
0,098

0,095

0,082
0,09166667
0,0085049

0,99637681
100%

0,9628096

1 pg/mL
0,098

0,094

0,091
0,09433333
0,00351188

0,92786885
93%

0,15880898

1 pg/mL
0,108

0,096

0,098
0,10066667
0,0064291

1,0942029
109%

0,15287422

5 pg/mL
0,098

0,097

0,093

0,096
0,00264575

0,9442623
94%

0,30770648

5 pg/mL
0,091

0,106

0,091

0,096
0,00866025

1,04347826
104%

0,60394098

I dati hanno dimostrato che non ci sono stati significativi cambiamenti nella vitalita delle cellule

nobili dell’articolazione, che anzi in alcuni casi risulta aumentata. Infatti, ad un’ora

dall’infiltrazione di Brunicrom 2% nelle dosi di 0,01 pg/mL, 0,05 pg/mL e 1 pg/mL 1

legamentociti hanno dimostrato una vitalita di rispettivamente di 114 %, 119% e 114% percio
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aumentata. La vitalita di queste cellule seppure minimamente calata nel tempo, a 24 ore ¢
comunque rimasta superiore al 98% nei legamentociti e al 93% nei condrociti. Pertanto, come
si evince dai grafici nella loro interezza, i test hanno dimostrato che il cromoglicato di sodio

non presenta tossicita rispetto né alla cartilagine né ai legamentociti.

Una volta confermato il ruolo del mastocita sinoviale nella genesi artrosica e appurata la
completa tollerabilita del cromoglicato di sodio a livello intra-articolare siamo andati a valutare
la capacita di quest’ ultimo di inibire I’attivita dei mastociti. Per farlo abbiamo allestito una
nuova co-coltura di mastociti e cartilagine con 1’aggiunta di cromoglicato di sodio 3 mg/ml in
seguito all’attivazione dei mastociti stessi con collagene II, cosi da valutarne le capacita inibenti

sul mastocita sinoviale e quindi sulla genesi artrosica (Grafico 5).

COCOLTURA CON CROMOGLICATO DI SODIO
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CTRL 33 GG CTRLA5 GG CTRLA 7 GG

NFG 15 ng/ml 20 ng/ml 27 ng/ml
BDNF 14 ng/ml 19 ng/ml 25 ng/ml
IL-17 A 13 ng/ml 23 ng/ml 27 ng/ml
TNF alfa 19 ng/ml 21 ng/ml 31 ng/ml
IL-1 Beta 11 ng/ml 24 ng/ml 28 ng/ml
IFN-gamma 16 ng/ml 28 ng/ml 37 ng/ml

I valori risultanti sono stati: dopo 3 giorni NFG 15 ng/ml, BDNF 14 ng/ml, IL-17 A 13 ng/ml,
TNF alfa 19 ng/ml, IL-1Beta 11 ng/ml, IFN-gamma 16 ng/ml; dopo 5 giorni NFG 20 ng/ml,
BDNF 19 ng/ml, IL-17 A 23 ng/ml, TNF alfa 21 ng/ml, IL-1Beta 24 ng/ml, I[FN-gamma 28
ng/ml; dopo 7 giorni NFG 27 ng/ml, BDNF 25 ng/ml, IL-17 A 27 ng/ml, TNF alfa 31 ng/ml,
IL-1Beta 28 ng/ml, IFN-gamma 37 ng/ml. Come emerge dai nostri valori, I’aggiunta del
cromoglicato di sodio determina una netta riduzione nell’attivazione dei mastociti con
conseguente riduzione della produzione di citochine tipiche del microambiente artrosico. Se
andiamo infatti a confrontare i valori delle citochine con quelli della co-coltura senza aggiunta

di cromoglicato di sodio possiamo notare come in questo caso siano nettamente inferiori

(Grafico 6).
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COCOLTURA DOPO ATTIVAZIONE CON COLLAGENE I
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Grafico 6

Infatti, i valori misurati nella co-coltura di cartilagine e mastociti con attivazione degli stessi
mediante collagene II sono stati: dopo 3 giorni NFG 30 ng/ml, BDNF 20 ng/ml, IL-17 A 47
ng/ml, TNF alfa 42 ng/ml, IL-1Beta 35 ng/ml, [FN-gamma 37 ng/ml; dopo 5 giorni NFG 49
ng/ml, BDNF 30 ng/ml, IL-17 A 57 ng/ml, TNF alfa 56 ng/ml, IL-1Beta 45 ng/ml, IFN-gamma
42 ng/ml; dopo 7 giorni NFG 59 ng/ml, BDNF 40 ng/ml, IL-17 A 65 ng/ml, TNF alfa 68 ng/ml,

IL-1Beta 50 ng/ml, IFN-gamma 57 ng/ml.

Il passo seguente del presente studio ¢ stato valutare 1’efficacia del trattamento infiltrativo con
acido ialuronico, il quale rappresenta una pratica standardizzata e diffusa nel trattamento
dell’artrosi di ginocchio. Tuttavia, tale terapia presenta limiti di durata e grande variabilita di

efficacia tra pazienti diversi. Per queste ragioni negli ultimi anni sono stati proposte numerose
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associazioni con altri composti che potessero implementarne 1’efficacia: sorbitolo, condroitin
solfato, mannitolo, steroidi. Dati i risultati importanti ottenuti in vitro con i cromoni abbiamo
dunque pensato ad un innovativo farmaco composto da un’associazione tra acido ialuronico e
cromoglicato di sodio. Tale associazione permette di combinare le proprieta dei due

componenti:

* Acido ialuronico: capacita viscosupplementative, viscoinduttive, antinflammatorie.

* Cromoglicato di sodio: capacita antinfiammatorie mirate sul mastocita.

La combinazione dei due composti da origine a una soluzione con un effetto che determina
un’azione potenziata: oltre che sintomatica, mirata sul mastocita con effetto a monte sulla

cascata infiammatoria. Le dosi utilizzate sono:

* acido ialuronico (800-1200 kDa) 16 mg/2ml, nonché il dosaggio standard nella

somministrazione di acido ialuronico intra articolare;

» cromoglicato di sodio 6 mg/2ml, tale dosaggio rappresenta la quantita che si ¢
dimostrata piu efficace nel ridurre in vitro la funzionalita del mastocita senza interferire

con |’azione dell’acido ialuronico.

Abbiamo inoltre replicato i test di tossicita attraverso il saggio MTT per il cromoglicato di sodio

a tale dosaggio, da solo e in associazione ad acido ialuronico (HA).
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Test di tossicita ad un’ora

1
Cr-S 0,109
HA 0,113

HA + Cr-S 0,147

controllo 0,137

Test di tossicita a 3 ore

1
Cr-S 0,138
HA 0,097

HA + Cr-S 0,153

controllo 0,149

Test di tossicita a 24 ore

0,139
0,143
0,152

0,136

2
0,132
0,13
0,152

0,155

1
Cr-S 0,113
HA 0,089
HA + Cr-S 0,095

Controllo 0,168

Test di tossicita a 48 ore

1
Cr-S 0,132
HA 0,087

HA + Cr-S 0,01
controllo 0,149

0,112
0,085
0,109

0,17

0,081
0,083
0,093

0,142

3 Media DS
0,135 0,12766667 = 0,01628906
0,17 0,142 0,02851315

0,165 0,15466667 = 0,00929157

0,151 0,14133333  0,0083865

3 Media DS
0,153 0,141 0,01081665
0,15 0,12566667 = 0,0267644
0,171 0,15866667 = 0,01069268

0,158 0,154 0,00458258

3 Media DS
0,154 0,12633333  0,02396525
0,112 0,0953333 | 0,01457166
0,105 0,103 0,00721111

0,177 0,17166667 = 0,00472582

3 Media DS
0,128 0,11366667 0,02836077
0,097 0,089 0,0072111

0,094 0,09566667 = 0,00378594
0,173 0,15466667 @ 0,01625833
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%vitalita

0,903302 90%

1,004717 100%
1,09434 101%

%vitalita
0,915584 91%
0,816017 81%

1,030303 103%

% vitalita
0,735922 74%
0,55534 55%
0,6 60%

%vitalita
0,734914 73%
0,575431 58%
0,618534 62%



Come si puo notare questo dosaggio non ha portato alcuna evidenza di tossicita sulla cartilagine.
E importante tenere presente, inoltre, che 1’emivita del cromoglicato di sodio ¢ di circa 12 ore.
Di conseguenza la lieve riduzione di vitalita nei test a 24 e 48 ore non inficia la tollerabilita del
composto. Le concentrazioni raggiunte a livello plasmatico in seguito alla somministrazione
inalatoria sono 0,0000121 mg/l. Tale concentrazione non ¢ sufficiente a determinare alcun
effetto sul mastocita sinoviale. Per questo la somministrazione per via intra articolare che
permette il raggiungimento di una quantita 102 volte superiore rappresenta un’applicazione
radicalmente differente per il cromoglicato di sodio. A questa concentrazione infatti ¢ possibile
un’azione diretta, dimostrata in vitro sul mastocita sinoviale e quindi sui meccanismi alla base

dell’inflammazione e sulla trasmissione della sintomatologia algica.

6. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

E ormai accettato dalla letteratura internazionale come I’artrosi sia una patologia che interessi
tutta I’articolazione. Osso, cartilagine € membrana sinoviale comunicano mediante interazioni
cellula-cellula e mediante 1l rilascio di mediatori solubili. L’inflammazione della membrana
sinoviale € molto probabilmente un processo secondario indotto dall’attivazione della immunita
innata a seguito del danno cartilagineo che caratterizza 1’artrosi (69). Per quanto riguarda il
primo obiettivo del nostro studio, tutti i frammenti di membrana sinoviale prelevati da entrambi
1 gruppi artrosici hanno mostrato inflammazione e un numero di mastociti nettamente superiore
rispetto ai gruppi di controllo. In accordo con la letteratura, cio evidenzia come la flogosi della

membrana sinoviale non deve piu essere considerata esclusiva di malattie infiammatorie
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croniche, ma allo stesso tempo caratterizza la patologia osteoartrosica. L’Oarsi ha fornito una
nuova definizione di artrosi secondo cui la stessa origina dalla usura della matrice extracellulare
e cartilaginea in seguito a microtraumi che portano alla produzione dei pattern molecolari
associati al danno (DAMP) i quali attivano il sistema immunitario innato tramite i Toll-like
receptors. I TLR sono costitutivamente espressi da una varieta di cellule immunitarie innate
inclusi macrofagi e mastociti. Secondo questa nuova lettura dunque, i mastociti possono essere
identificati quali cellule sentinella dell’osteoartrosi. Per validare questo modello, si ¢ osservato
come in entrambi i gruppi il numero di mastociti sia correlato con il grado di sinovite della
membrana. Questo potrebbe indicare che i mastociti sono stimolati a proliferare in un quadro
di flogosi, oppure che i mastociti stessi richiamano altri leucociti, espletando il ruolo di
sentinelle dell’infiammazione. Infatti, i risultati attestano 1’attivazione dei mastociti in seguito
alla stimolazione con frammenti cartilaginei, il che dimostra un coinvolgimento dei mastociti
nelle fasi precoci della patogenesi artrosica, ¢ le mette in luce come cellule sentinella

nell’articolazione e trigger del processo infiammatorio alla base dell’osteoartrosi.

Questi presupposti sul ruolo dei mastociti nell’artrosi di ginocchio, sono stati di fondamentale
importanza per lo sviluppo del nostro studio sperimentale sull’uso d’inibitori dell’attivita dei
mastociti in associazione ad acido ialuronico nel trattamento dell’osteoartrosi (OA). Con
inibitori dell’attivita dei mastociti s’intendono tutte quelle sostanza in grado di diminuire o
inibire Dattivita fisiopatologica dei mastociti, come ad esempio gli stabilizzatori della
membrana cellulare dei mastociti, i cromoni. Nel nostro studio come forma di realizzazione
preferita ¢ stato usato il sodio cromoglicato, che € conosciuto da sempre per il suo impiego per
via inalatoria nella terapia dell’asma. Al contrario, nel nostro studio ¢ stato usato in forma
iniettabile, nella cocoltura realizzata in laboratorio. Infatti, per verificare la tossicita e ’efficacia

del sodio cromoglicato ¢ stata data vita ad una co-coltura di mastociti e condrociti ottenuti da
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pazienti sottoposti ad artroprotesi totale di ginocchio, simulando in questo modo un’iniezione
diretta nel sito interessato dalla patologia ("iniezione intrarticolare"). Una quantita efficace di
sodio cromoglicato per il trattamento dell'osteoartrosi secondo il presente studio puod essere
nell'intervallo di 2-80 mg, preferibilmente 5-20 mg, preferibilmente disciolto o sospeso in
soluzione salina fisiologica o altro idoneo veicolante per iniezione nel corpo umano.

Tipicamente 1-4 ml della composizione puo essere iniettata in una sola somministrazione.

Inoltre, il presente studio ha utilizzato una composizione che comprendeva una quantita
terapeuticamente efficace di almeno un inibitore dell’attivita dei mastociti, in particolare di
sodio cromoglicato, in combinazione con almeno un altro ingrediente attivo per il trattamento
dell'osteoartrosi. Preferibilmente, 1'altro agente di trattamento dell'osteoartrosi ¢ sotto forma di
una composizione iniettabile, cio¢ una composizione che nel futuro potrebbe essere iniettata
direttamente nel sito interessato dalla patologia. Di conseguenza, esempio di trattamento
contemplato dalla presente invenzione include ad esempio un agente per la
viscosupplementazione, steroidi o altri ingredienti attivi nel trattamento di questa patologia.
Come qui usato, il termine "viscosupplementazione" si riferisce a qualsiasi sostanza che viene
utilizzata per ripristinare /o aumentare 'ammortizzazione e lubrificazione del liquido sinoviale
mediante iniezione intrarticolare. Esempi di agenti di viscosupplementazione includono I’acido
ialuronico (HA) e altri ialuronato di sodio e composti, che sono zuccheri complessi naturali
della famiglia glicosamminoglicano. Acido ialuronico, in particolare, ¢ un polimero a catena
lunga contenente unita ripetitive disaccaride di Na-glucoronate-Nacetilglucosamina. A titolo di
esempio, disponibili in commercio includono Synvisc®, Hyalgan®, Supartz® e Orthovisc®.
Ad esempio, non limitativo, la composizione della presente invenzione pud comprendere acido
ialuronico in 8-40 mg/ml, preferibilmente 16-32 mg/ml, ad esempio acido ialuronico con peso

molecolare 800-1200 KDa. Le composizioni della presente invenzione possono anche
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contenere altri materiali come stabilizzanti, conservanti, ed altri additivi noti nello stato della
tecnica e compatibili con la via di somministrazione scelta. Le composizioni possono essere in

forma liquida o di gel.

ESEMPIO DI FORMULAZIONE

COMPONENTE QUANTITA’ (percentuale in peso)
Sodio cromoglicato 6 mg

Acido ialuronico 800-1200 KDa 16 mg

Tampone fosfato -q.b.

Acqua -fino a 2ml

Dal presente studio, si evince dunque come ’aggiunta di sodio cromoglicato alla cocoltura
determina una riduzione della liberazione di citochine rispetto allo stato “attivato”. Percio ¢
plausibile ipotizzare come una terapia infiltrativa con cromoglicato di sodio e acido ialuronico
possa rappresentare un “Disease modifing therapy” in cui le proprieta reologiche dell’acido
1aluronico, si associano alla capacita antinfiammatoria dei cromoni. Ovviamente, addizionali
studi sia preclinici che successivamente clinici sono indispensabili per stabilire la sicurezza e

I’efficacia clinica di questa terapia.
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