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Riassunto

Obiettivo - Valutare gli effetti in vitro di una nuova forma di glucosamina (Glupamid®) sulla degranulazione dei mastociti, al-
la luce del coinvolgimento patogenetico di queste cellule nell’artrosi.

Materiali e metodi - Cellule RBL-2H3 (rat basophilic leukemia cells) sono state incubate con serotonina marcata, sensibiliz-
zate con anticorpi monoclonali (IgE) anti-dinitrofenolo (DNP) e stimolate con albumina umana coniugata con DNP, in presenza
0 assenza di Glupamid®. Leffetto di Glupamid® e stato misurato come percentuale di inibizione del rilascio di serotonina.

Risultati - Glupamid® si e dimostrato attivo nel ridurre significativamente e in maniera dose-dipendente il rilascio di seroto-
nina da parte delle cellule RBL-2H3.

Discussione e conclusioni - La capacita di diminuire la degranulazione mastocitaria dimostrata dalla nuova forma di gluco-
samina in studio conferma che la molecola agisce attraverso il cosiddetto meccanismo ALIA (Autacoid Local Injury Antagoni-
sm), cioe la modulazione dell’eccessiva degranulazione mastocitaria. Alla luce del ruolo patogenetico giocato dai mastociti si-
noviali nel processo artrosico, i presenti risultati aprono interessanti prospettive nell’utilizzo di Glupamid® nell’artrosi del cane
e del gatto.

Summary

Objective - To evaluate the in vitro effects of a new form of glucosamine (Glupamid®) on mast cells degranulation, in view
of the newly recognized involvement of these cells in the physiopathology of osteoarthritis.

Materials and methods - Rat basophilic leukemia cells of the secreting subline 2H3 (RBL-2H3) grown in stationary cultures we-
re incubated with H-serotonin, sensitized with mouse anti-DNP (dinitrophenol) IgE, and challenged by dinitrophenylated human
serum albumin, with or without Glupamid®. The effect of Glupamid® was expressed as the percent inhibition of serotonin release.

Results - Glupamid® significantly and dose-dependently decreased the release of serotonin from RBL-2H3 cells.

Discussion and conclusions - The ability of Glupamid® to reduce the serotonin release confirms that the compound acts by
the so called ALIA mechanism, i.e. the down-modulation of mast cell hyper-degranulation. In view of the emerging role played
by synovial mast cells in the pathogenesis of degenerative joint disease, the present results shed new lights on the potential
use of Glupamid® in the management of canine and feline osteoarthritis.

INTRODUZIONE

Alla luce delle recenti acquisizioni sui meccanismi pato-
genetici dell’artrosi - che hanno evidenziato la coesistenza
di processi degenerativi, inflammatori ed algici, nonché

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 23/10/2007 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 29/11/2007”.

complesse interrelazioni tra i vari tessuti articolarit - anche
la terapia dell’artrosi ha subito una svolta radicale. Dall’ap-
proccio unicamente sintomatico (es. FANS, corticosteroi-
di), si &, infatti, passati all’adozione di piani di trattamento
combinato, che prevedono I’associazione di molecole capa-
ci di agire in modo sinergico sia sui sintomi che sulle cause
della patologia®. In particolare, nell’'ambito dei cosiddetti
approcci “di fondo” o “disease-modifying”s, vengono oggi
inclusi nuovi composti dotati di potenzialita antinfiamma-



24 Effetti di una nuova forma di glucosamina sulla degranulazione dei mastociti. Studio in vitro

FOTO - Artrosi secondaria a rottura del legamento crociato anteriore.
Evidenti le alterazioni artrosiche combinate, con condromalacia, forma-
Zioni osteocondrofitosiche marginali e marcata inflammazione sinoviale
(Foto: C.M. Mortellaro).

torie, antiossidanti, analgesiche** e, in particolare, condro-
protettive®, mirati al riequilibrio metabolico della cartilagi-
ne in degenerazione’.

La glucosamina & un aminozucchero il cui effetto con-
droprotettivo é stato recentemente confermato da studi
compiuti in medicina umana®91011213 e yeterina-
riat*1%1817 In vitro, & stato dimostrato che tale effetto si
basa sulla capacita di riequilibrare il metabolismo cartila-
gineo, sia stimolando i processi riparativit®, sia inibendo
quelli degradativi®2°,

Recentemente, € stata sintetizzata e brevettata una
nuova forma di glucosamina, denominata Glupamid®
(N-palmitoil-D-glucosamina), originata dal legame ami-
dico dell’acido palmitico con la glucosamina. Chimica-
mente, appartiene alla famiglia delle amidi di acidi grassi
(FAA, Fatty Acid Amides), di recente al centro della ri-
cerca biochimica e farmacologica internazionale, in virtu
delle importanti potenzialita applicative nel settore del-
I'inflammazione e del dolore?22232425 | e indagini con-
dotte in merito alla via metabolica delle FAA ha chiarito
che, una volta captate all’interno delle cellule, queste so-
stanze vengono idrolizzate dall’enzima FAAH (Fatty
Acid Amide Hydrolase)?:2":28, liberando i loro componen-
ti primari. Nel caso del Glupamid®, la molecola viene
idrolizzata in acido palmitico e glucosamina. Da un pun-
to di vista strutturale, la N-palmitoil-D-glucosamina € un
analogo del Palmidrol (N-palmitoil-etanolamina), capo-
stipite delle aliamidi, sostanze note agire sulla degranula-
zione dei mastociti?®, attraverso un meccanismo endoge-
no denominato ALIA (Autacoid Local Injury Antagoni-
sm*), come confermato in animali da laboratorio® e di
interesse veterinario32333435,

Negli ultimi anni, nuove evidenze sono andate confer-
mando un importante coinvolgimento patogenetico del
mastocita nell’artrosi®®=7:383940  Cellula immunocompeten-
te, costitutivamente presente nelle articolazioni del cane*! e
del gatto®?, il mastocita articolare si localizza prevalente-
mente nello strato subintimale della membrana sinoviale e
nella capsula articolare, in stretta associazione con i vasi e
le terminazioni nervose locali**®. Numerose ricerche han-
no messo in evidenza il ruolo del mastocita come primer di
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FIGURA 1 - Rappresentazione schematica del ruolo patogenetico del
mastocita sinoviale nell’artrosi. In alto, sono riportati gli stimoli noti per
attivare il mastocita sinoviale. Il conseguente processo di degranulazio-
ne provoca il rilascio di innumerevoli mediatori, che, per semplicita, so-
no riportati nell'immagine suddivisi per classe. Alcuni di questi mediato-
ri (es. NO = monossido di azoto, triptasi) sono in grado di danneggiare
direttamente la cartilagine, provocando fenomeni di condrodegenerazio-
ne; altri (es. NGF = Nerve Growth Factor, prostaglandine) sono noti sen-
sitizzare le fibre nervose nocicettive ed abbassarne la soglia dolorifica;
altri ancora (es. istamina, ROS = Reactive Oxygen Species) sono impli-
cati nella genesi dello stress ossidativo-infiammatorio.

malattie muscoloscheletriche*#54647 Nel corso del proces-
so artrosico, é stato dimostrato che i mastociti sinoviali non
solo aumentano di numero*#°, ma vanno soggetti ad un’i-
per-attivazione funzionale, direttamente correlata alla com-
parsa dei segni patognomonici di artrosi (es. erosioni carti-
laginee, stati flogistici e dolorosi)®525 (Foto). Tale iper-
attivazione € la diretta conseguenza dell’eccesso di stimoli
agonisti (es. citochine, neuropeptidi, frammenti osteocarti-
laginei, traumi, infezioni) che, convergendo sul mastocita
sinoviale, ne stimolano I'incontrollato rilascio dei mediato-
ri dotati di attivita proteolitica, pro-infiammatoria, pro-os-
sidante ed algogena*®** (Fig. 1).

Scopo del presente studio é stato quello di valutare la ca-
pacita di Glupamid® di influenzare la degranulazione di
cellule mastocitarie in coltura.

MATERIALI E METODI

Coltura cellule RBL-2H3. Nel presente studio in vitro €
stata utilizzata una linea cellulare di ratto, identificata con
la sigla RBL-2H3 (rat basophilic leukemia cells) e conside-
rata omologa, per espressione recettoriale, contenuto gra-
nulare e funzionalita biochimica, ai mastociti®*®. Le cellu-
le RBL sono state incubate a 37°C in atmosfera al 5% di
CO, in fiasche da coltura addizionate con MEM, conte-
nente L-glutamina (2 mM), penicillina (100 unita/ml) e
FCS (Siero Fetale Bovino) inattivato (20%). Successiva-
mente, le cellule sono state prelevate e fatte crescere a pH
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FIGURA 2 - Schema riassuntivo dello studio sperimentale.

7,2 in micropiastre rigide da 96 pozzetti di 6 mm di diame-
tro e contenenti ciascuno 10° cellule in 100 pl RPMI-1640,
addizionato di gentamicina (50 pg/ml) e FCS (Siero Fetale
Bovino) inattivato (10%6)%.

Test del rilascio di serotonina. In fase di semina, le cel-
lule RBL sono state incubate a 37°C per 18 ore con seroto-
nina marcata (1 pCi/ml di [®*H]-serotonina). Al termine
dell’incubazione, il supernatante é stato sostituito con 100
pl di tampone Pipes (25 mM Pipes, 100 mM NaCl, 5 mM
KCI, 0,4 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 5,6 mM glucosio, pH
7,1), cui venivano aggiunte specifiche IgE monoclonali an-
ti-albumina (IgE contro I'aptene dinitrofenolo, DNP, 0,3
pg/ml), al fine di indurre la sensibilizzazione antigenica
delle cellule. Un’ora dopo, tale supernatante veniva rimos-
S0 e sostituito con 100 pl di una soluzione contenente al-
bumina sierica umana coniugata con DNP (DNP-HSA, 0,1
pg/ml), in concentrazione tale da indurre la degranulazio-
ne delle cellule RBL ed il conseguente rilascio di serotoni-
na marcata nel supernatante. Contemporaneamente, i poz-
zetti delle piastre di coltura venivano incubati per 15 mi-
nuti con Glupamid® (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM). Al termine
del periodo di incubazione, dopo centrifugazione a 3000
rpm per 4 minuti, il supernatante veniva raccolto e letto in
B-counter per 2 minuti al fine di misurare la quantita di se-
rotonina marcata rilasciata nel mezzo di coltura (espressa
in dpm). Parallelamente, il contenuto cellulare di ogni poz-
zetto veniva solubilizzato con 100 pl di Triton X-100 (1%)
in tampone fosfato (PBS) e sottoposto a lettura della ra-
dioattivita (espressa in dpm), al fine di determinare la
guantita di serotonina marcata presente nelle cellule. Tutti
gli esperimenti venivano eseguiti in triplicato. Il disegno
sperimentale dello studio e schematizzato in Figura 2. 1l ri-
lascio di serotonina marcata veniva misurato come il rap-
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porto percentuale tra serotonina radioattiva presente nel
supernatante e radioattivita totale (serotonina marcata pre-
sente sia nel supernatante che nelle cellule), secondo la for-
mula seguente:

rilascio di serotonina marcata = [dpm supernatante/
dpm totali (supernatante + cellule)] x 100

Leffetto di Glupamid® veniva espresso come inibizione
percentuale del rilascio di serotonina marcata, calcolata
come differenza tra la media del controllo positivo (stimo-
lo antigenico in assenza di Glupamid®) ed il dato osserva-
to, rapportato alla differenza tra la media di rilascio nel
gruppo di controllo positivo e negativo (assenza di stimo-
lo antigenico).

Analisi statistica. Il confronto tra il rilascio di serotoni-
na da parte delle cellule stimolate e trattate 0 meno con
Glupamid® (0,01, 0,1 e 1 uM) e stato effettuato utilizzando
il test t di Student. Per la verifica dell’ipotesi di una rela-
zione dose dipendente si & applicata I'analisi della regres-
sione lineare semplice, utilizzando come variabile esplicati-
va il logaritmo della concentrazione molare di Glupamid®.
Pertanto, Glupamid® 1 uM aggiunto al controllo positivo
ha valore 0, e gli altri due gruppi (Glupamid® 0,1 uM e
0,01 uM) hanno valore di concentrazione rispettivamente
di -1 e -2. Le analisi sono state eseguite con il programma
SAS. | risultati vengono considerati significativi per
p<0,05; altamente significativi per p<0,001.

RISULTATI

Il trattamento con Glupamid® delle cellule RBL-2H3 at-
tivate ha inibito il rilascio di serotonina. L'effetto ¢ risulta-
to altamente significativo (p<0,001) per ciascuna delle tre
dosi testate. Come evidenziato in Figura 3, la percentuale
di inibizione cresce dal 61% per Glupamid® allo 0,01 pM,
all’83% per concentrazioni di Glupamid® pari allo 0,1 pM,
fino ad arrivare al 104% per 1 uM Glupamid®. Lanalisi
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FIGURA 3 - Inibizione dose-dipendente del Glupamid® sul rilascio di se-
rotonina. Il confronto tra il rilascio percentuale di serotonina da parte
delle cellule stimolate e trattate con Glupamid® (0,01, 0,1 e 1 uM), ri-
spetto alle cellule stimolate e non trattate é stato effettuato utilizzando il
test t di Student. L'effetto inibitorio del Glupamid® é risultato altamente
significativo (p<0,001) per ciascuna delle tre dosi testate.
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della regressione & risultata altamente significativa
(p<0,0001) confermando che I'effetto del Glupamid® é do-
se-dipendente.

DISCUSSIONE

La linea cellulare utilizzata in questo studio (RBL-2H3)
e un modello ormai classico di mastociti® e consente di la-
vorare in condizioni piu standardizzate rispetto alle coltu-
re primarie, nonché di disporre di quantitativi cellulari ele-
vati, necessari per condurre esperimenti ripetuti, come nel
caso specifico.

I risultati del presente lavoro dimostrano, per la prima
volta, che la nuova forma di glucosamina in studio, Glupa-
mid®, & in grado di limitare (o down-regolare) il rilascio di
mediatori da parte di cellule mastocitarie in vitro. In base a
guanto osservato, Glupamid® agirebbe secondo il mecca-
nismo ALIA (Autacoid Local Injury Antagonism)3%, ciog
la down-modulazione del rilascio di mediatori mastocitari,
mediante agonismo diretto o indiretto di specifici recettori
di membrana, detti recettori periferici dei cannabinoi-
di?®®7%8, In virtu del loro meccanismo d’azione, le aliamidi
vengono oggi definite sostanze ad attivita cannabimimeti-
ca. Condividono, infatti, con il sistema endocannabinoide
le principali caratteristiche funzionali: a) produzione “on
demand” (su richiesta), in situazioni di danno/inflammazio-
ne%%; b) attivazione recettoriale?*¢+¢?; c) effetto inibitorio
sul rilascio di mediatori implicati nella sensitizzazione del-
le fibre nervose e nei processi infiammatori®®®, al fine di
prevenire e/o limitare I'eccessiva propagazione di flogosi e
dolore®%67,  Numerosi sono gli studi sperimenta-
[i31.6869.70.7L72 @ j trial clinici veterinari®27374" che hanno di-
mostrato I'attivita antinfiammatoria ed analgesica delle
aliamidi.

La capacita del Glupamid® di down-regolare la degra-
nulazione mastocitaria, dimostrata nel presente studio, as-
sume particolare importanza in funzione del ruolo giocato
dal mastocita sinoviale nella patogenesi del processo artro-
sico. Alcuni mediatori mastocitari (es. IL-1, TNF) sono in
grado di compromettere le capacita biosintetiche dei con-
drociti’®™, e ridurne le potenzialita riparative™. Altri, come
proteasi, citochine, radicali liberi ed amine vasoattive, pos-
sono avviare ed amplificare la degradazione della matrice
cartilaginea™#®°8182_ Altri ancora (es. radicali liberi, istamina
e serotonina) sono oggi considerati diretti responsabili del-
le alterazioni microcircolatorie, biochimiche e cellulari che
sottendono il cosiddetto “stress ossidativo-infiammatorio”,
tipico dell’articolazione artrosica®. Infine, i mastociti sino-
viali sono direttamente implicati nella genesi del dolore ar-
trosico, sia di origine inflammatoria (dolore neurogenico o
nocicettivo)®, sia di tipo neuropatico, cioé legato ad un
danno diretto dell’innervazione sensoriale e propriocetti-
va®. Essi, infatti, degranulano in risposta a neuropeptidi,
quali la sostanza P®%¢, liberando sostanze capaci di attiva-
re ulteriormente le fibre nervose®”#, In funzione di tale
complesso ed importante coinvolgimento dei mastociti ar-
ticolari nella genesi di inflammazione e dolore (Fig. 1), € le-
cito ipotizzare che Glupamid® rappresenti un intervento “a
monte” della cascata flogistica ed algica, tipica dell’artrosi.
In cio si differenzia in modo sostanziale dal meccanismo
d’azione dei FANS, che agiscono a valle della cascata di
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FIGURA 4 - Glupamid®: metabolismo e duplice meccanismo di azione.
Nella sua forma originale, il Glupamid® agisce attraverso il meccani-
smo ALIA, controllando la degranulazione dei mastociti, come dimo-
strato nel presente studio. Dopo idrolisi enzimatica mediata dall’ami-
dasi FFAH, il Glupamid® rilascia glucosamina, una sostanza dai noti ef-
fetti condroprotettivi.

reazioni alla base del processo infiammatorio, inibendo
I'attivita delle COX (ciclossigenasi)®®, con conseguenti e
ben noti effetti collaterali, prevalentemente connessi alla
natura della molecola ed alla durata del trattamento®-92%,

E, infine, importante sottolineare che il mediatore ma-
stocitario valutato nel presente studio, la serotonina, sem-
bra essere particolarmente implicato nella patogenesi del-
I'artrosi, in quanto in grado di (a) indurre le tipiche altera-
zioni endoteliali sottostanti alla flogosi®, (b) attivare in ma-
niera dose-dipendente enzimi specifici preposti alla sintesi
di sostanze pro-infiammatorie (es. fosfolipasi A,)%, (c) sti-
molare il rilascio di mediatori ad attivita flogistica ed algo-
gena (es. PGE,) da parte dei sinoviociti A%, (d) attivare la
collagenasi di tipo 11%, contribuendo in tal modo alla de-
gradazione delle macromolecole della matrice cartilaginea.
La serotonina, inoltre, sembra essere coinvolta nella genesi
del dolore articolare, in quanto capace sia di attivare diret-
tamente i nocicettori, sia di abbassarne la soglia di attiva-
zione (sensitizzazione)¥"%,

In conclusione, abbiamo dimostrato che la nuova forma
di glucosamina oggetto di studio, Glupamid®, agisce attra-
verso il meccanismo ALIA, riducendo in maniera dose-di-
pendente il rilascio di serotonina da parte di linee cellulari
mastocitarie attivate. A cio va aggiunto che, in vivo, Glu-
pamid® libera glucosamina in funzione dell’idrolisi media-
ta dall’enzima FAAH, come descritto nella sezione intro-
duttiva e schematizzato in Figura 4. Sebbene siano neces-
sari ulteriori studi e trial clinici controllati, &€ dunque ipo-
tizzabile che, in virtu di questa duplice natura, Glupamid®
possa configurarsi come promettente approccio “disease-
modifying” nell’ambito del trattamento medico combinato
per I'artrosi del cane e del gatto.
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