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Riassunto

Il presente articolo si propone di fornire una dettagliata rassegna in merito all'importanza dei radicali liberi nella patogenesi
dell’artrosi del cane adulto/anziano.

In corso di artrosi, si assiste ad un aumento di tali sostanze reattive nel microambiente articolare, capaci di indurre ed am-
plificare quelle alterazioni degenerative e, successivamente, infammatorie, tra loro strettamente associate nel termine di
“stress ossidativo-infiammatorio”. | radicali liberi sono, infatti, in grado di: a) avviare la condrodegenerazione per apoptosi dei
condrociti e degradazione della matrice extracellulare; b) scatenare e perpetuare I'infiammazione sinoviale, in virtu della capa-
cita di alterare il microcircolo, attivare i fattori preposti alla sintesi di mediatori pro-infiammatori, determinare la sensitizzazione
delle fibre nervose periferiche, da cui dipende la comparsa del dolore; ¢) indurre alterazioni metaboliche a carico dell’osso sub-
condrale, per compromissione dell’equilibrio tra alterne fasi di deposizione e riassorbimento della matrice ossea.

Summary

This article gives a detailed overview on the pathogenetic relevance of free radicals in the osteoarthritis of the adult and/or
aged dog. Free radicals have been shown to induce and amplify both the degenerative damage and the inflammatory response,
which are collectively known as “oxidative-inflammatory stress”. In canine osteoarthritis, the excessive production of free ra-
dicals within the articular microenvironment is be able to: a) initiate the chondrodegeneration by chondrocyte apoptosis and
extracellular matrix degradation; b) trigger and perpetuate the synovial inflammation through several mechanisms, including
microvascular damage, increased synthesis of pro-inflammatory mediators, peripheral nervous sensitisation which is related
to pain; c) induce metabolic changes in the subchondral bone because of an imbalance between deposition and reasorption of

the osseous matrix.

INTRODUZIONE

La Medicina Veterinaria sta vivendo un’epoca di inten-
so fervore per cio che riguarda la ricerca sull’artrosi. Da
un punto di vista clinico, una svolta decisiva ¢ derivata
dal definitivo accantonamento della concezione di artrosi
come semplice forma di senescenza o di consumo artico-
lare. Oggi, si parla di plurifattorialita eziologica ed il ter-
reno di indagine si é spostato sull’'individuazione di quei
molteplici fattori di rischio - diversi a seconda dell’eta

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 19/6/2002 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 10/11/2002”.

dell’animale - che possono avviare una complessa serie
di eventi - meccanici, biochimici e molecolari - coinvol-
genti tutti i tessuti articolari. Relativamente al cane in eta
adulta e/o anziana, altra pietra miliare nella definizione
del profilo clinico dell’artrosi € stata la dimostrazione
della concomitante presenza di alterazioni degenerative e
di reazioni francamente infiammatorie, queste ultime
correlate al viraggio algico, caratteristico, anche se non
esclusivo, delle fasi avanzate.

Per quanto concerne la patogenesi, di sicuro lo spartiac-
gue della ricerca tra passato e futuro ha coinciso con la di-
mostrazione che I'artrosi & una vera e propria “congiura di
molti”. Molti mediatori, ciog, a valenza distruttiva che, ca-
paci di agire sinergicamente tramite complicati circuiti di
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autoamplificazione, prendono il sopravvento sulle sostan-
ze ad attivita anabolica e riparativa, avviando conseguente-
mente alterazioni condrodegenerative, perturbazioni me-
taboliche dell’osso subcondrale ed infiammazioni reattive
in seno alla membrana sinoviale.

Oggi, si puod dire che non passa giorno senza che nuove
sostanze si dimostrino implicate nel gioco antitetico di cir-
cuiti attivatori ed inibitori, dalla cui disregolazione dipen-
de I'innesco e la perpetuazione della cascata artrosica. Tra
guesta congerie di mediatori, un posto di assoluto rilievo
spetta ai radicali liberi che si sono dimostrati in grado di
avviare e perpetuare, attraverso molteplici vie, le alterazio-
ni, degenerative ed inflammatorie, tipiche dell’artrosi del
cane adulto/anziano. 2

Dopo brevi cenni sulla caratterizzazione clinica di que-
sta artropatia, sia da un punto di vista clinico che patoge-
netico, il presente articolo si propone di illustrare il ruolo
svolto dai radicali liberi nella fisiopatologia dell’artrosi,
con particolare riferimento ai danni messi in atto nei con-
fronti dei tessuti articolari (cartilagine, membrana sinovia-
le, osso subcondrale), tutti in ugual misura interessati dal
processo artrosico.

PREMESSE CLINICHE

Il profilo clinico dell’artrosi nel cane ha subito negli ultimi
tempi sostanziali modifiche, essenzialmente correlate all’evi-
denza che tale artropatia puo interessare I'animale a qualsiasi
eta, essendo una degenerazione piu strettamente associata al-
I’eta biologica dei tessuti articolari - cartilagine in primis -

Tabella 1
Principali cause di artrosi secondaria nel cane adulto e/o anziano

Traumi

Lussazioni/sublussazioni

Malallineamenti/deviazioni angolari

Fratture intrarticolari

Lesioni legamentose (distensioni, rotture, disinserzioni)

Lesioni teno-muscolari (contratture, mineralizzazioni, metaplasie)
Lesioni meniscali

Artropatie immunomediate

Erosive Artrite reumatoide
Artrite-Periostite proliferativa

Non erosive Lupus eritematoso sistemico

Poliartrite/Polimiosite

Poliartrite idiopatica

Gonite linfoplasmacitica

Artropatie infettive
Batteriche
Protozoarie
Micotiche

Da Rickettsia

Da Ehrlichia

Altre artropatie
Da cristalli
Dismetabolismi
Da farmaci
Emartrosi

che a quella cronologica del soggetto.* *+ Oggi, in aggiunta
alla tradizionale distinzione tra artrosi primaria e secondaria,
si riconoscono un’artrosi del cane giovane - prevalentemente
secondaria ad artropatie congenite e/o dello sviluppo, cono-
sciute con I'acronimo DOD (Developmental Orthopaedic
Disease) >5 "8 - ed un’artrosi dell’eta adulta/anziana.

Per quest’ultima - oltre al processo di involuzione senile
chiamato in causa nelle varie forme di artrosi primaria, da
usura o wear and tear, a carico di diversi distretti articolari -
vengono invocati disparati fattori eziologici (Tab. 1), in gra-
do di avviare quadri clinici di degenerazione articolare se-
condaria. Non & comunque pleonastico ricordare che le
stesse DOD sopra citate rappresentano un’importante cau-
sa di artrosi anche nel cane adulto (Fig. 1), quando trattate
in modo inadeguato e/o intempestivo in eta giovanile o, an-
cor peggio, non diagnosticate o erroneamente interpretate.

Da un punto di vista clinico, si assiste alla comparsa di
una sintomatologia algica e funzionale (dolore e zoppia),
particolarmente grave durante i ricorrenti episodi (poussées
o “flare up™) di riacutizzazione flogistica (Fig. 2).% 10 11.12.13

FIGURA 1 - Pastore tedesco maschio, quindici mesi, visione mediale di
gomito destro e sinistro: reperto anatomopatologico di UAP (Non Unione
Processo Anconeo) bilaterale, responsabile di gravissimi fenomeni ar-
trosici.

FIGURA 2 - Rottweiler femmina, tre anni e mezzo, ginocchio destro: ar-
trosi secondaria a rottura del legamento crociato anteriore. L'immagine
intraoperatoria evidenzia una notevole reattivita sinoviale, pit marcata a
livello di EDPL (Extensor Digitorum Pedis Longus, che accompagna fe-
nomeni francamente degenerativi a carico della cartilagine (discolora-
zione, erosioni). (da rif. 3)



Pur essendo nosograficamente ascritta al gruppo delle
“artropatie degenerative non infiammatorie”*, I’artrosi
dell’eta adulta/anziana contempla, dunque, la corposa pre-
senza di “innesti flogistici” che possono precedere, se non
addirittura predire, le manifestazioni anatomo-cliniche di
tipo degenerativo o, altresi, seguirle ed aggravarne il de-
C0r50.14' 15, 16, 17

FIGURA 3 - Dogue de Bordeaux maschio, gomito sinistro: immagine in-
traoperatoria di artrosi secondaria a FCP/INC. Si noti I'abnorme quantita
di liquido sinoviale aspirato, a testimonianza della forte componente in-
fiammatoria presente.
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FIGURA 4 - Rappresentazione schematica delle principali alterazioni tis-
sutali in corso di artrosi.
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Si rivela, dunque, piu che mai opportuno introdurre il
concetto di artropatia su base combinata degenerativo/in-
fiammatoria, in cui le alterazioni strutturali della cartilagi-
ne articolare, conseguenti al processo di condrodegenera-
zione, sono accompagnate da altre di natura flogistica, in
prevalenza a carico della membrana sinoviale (Fig. 3),
nonché da disordini morfologico-strutturali e metabolici
coinvolgenti I'osso subcondrale ed il comparto mio-teno-
legamentoso (Fig. 4). 141819

PREMESSE PATOGENETICHE

Definitiva conferma della coesistenza di tratti degenera-
tivi ed inflammatori si & avuta dalla disamina dei principali
meccanismi patogenetici sottostanti I’artrosi del cane adul -
to/anziano.® 2 Complessivamente, tali meccanismi si ba-
sano sulla riduzione eta-dipendente delle riserve endogene
atte a contrastare I'aumentata produzione di quei mediato-
ri ad attivitd condrodegenerativa, algogena e pro-infiam-
matoria che caratterizzano I'artrosi. Non sufficientemente
controllate dai corrispondenti inibitori, tali sostanze deter-
minano il prevalere di fenomeni degenerativi e flogistici,
da cui dipendono le alterazioni macroscopiche patogno-
moniche di artrosi.!

Sottoposti ad un surplus di stimoli disreattivi, meccanici
e non, i condraociti rilasciano una serie di mediatori ad atti-
vita catabolica (es. citochine, metalloproteasi, metaboliti
dell’acido arachidonico, radicali liberi) che, non corretta-
mente contrastati dalle difese endogene (es. fattori di cre-
scita, inibitori delle citochine e delle proteasi, antiossidan-
ti) avviano la lisi della circostante matrice (condrolisi) e
perturbano, altresi, I’equilibrio metabolico del sottostante
0sso subcondrale. Essi, inoltre, innescano una risposta in-
fiammatoria a carico del limitrofo distretto sinoviale che
diviene, conseguentemente, sede preferenziale di una “flo-
gosi reattiva” (sinovite), amplificata anche da sollecitazioni
meccaniche (es. anomali attriti intrarticolari) o irritative/

La "perversione”
di un circolo
vizioso

FIGURA 5 - | meccanismi molecolari nella patogenesi dell’artrosi. Molti
mediatori a valenza distruttiva (in rosso) interagiscono tra loro in com-
plicati circuiti di autoamplificazione del danno articolare e, prendendo il
sopravvento su altre sostanze ad attivita anabolica e riparativa (in blu),
inducono degenerazione della cartilagine, alterano il turnover metaboli-
co dell'osso subcondrale ed innescano la risposta infiammatoria della
membrana sinoviale.
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Tabella 2
Caratterizzazione chimica e meccanismi di produzione dei principali radicali liberi

NATURA ORIGINE CATALIZZATORI

Anione superossido (0,) NADPH +2 0, . NADP +H +2 0, NADPH ossidasi

@ - Q5 Xantina ossidasi

Perossido di idrogeno (H,0,) 20,+2H" - H,0, +0, Superossido dismutasi (SOD)

2H,0, -~ 2H,0+0, (2) Catalasi; glutatione perossidasi

Radicale idrossilico (OH) 0, +H,0, -~ OH+OH +0,

H,0, + Fe?* . OH + OH + Fe¥* loni ferro e rame

Acido ipocloroso (HOCI) H,0, + 2 ClI- - 2 HOCI Mieloperossidasi (MPO)

Monossido di azoto (NO) L-arginina + NADPH + O, . L-citrullina + NO + H,0 NO sintetasi (NOS)

Perossinitrito (ONOO") NO + 0, - ONOO NO sintetasi (NOS)

immunogeniche (es. frustoli osteocartilaginei). Nelle fasi
conclamate dell’artrosi, tale processo & contraddistinto da
tipiche alterazioni inflammatorie: ipertrofia/iperplasia del-
la rete villosa, variazioni della microcircolazione locale
(iperemia, proliferazione vasale ad ansa), imbibizione ede-
matosa, accorsa di cellule infiammatorie, fino alla forma-
zione del caratteristico “panno sinoviale” che va a ricopri-
re la cartilagine e ne accelera il “disfacimento” necrotico.*®

Quello che si viene a creare €, in sostanza, un vero e
proprio “circolo vizioso” di danno, basato sull’amplifica-
zione di complicati circuiti molecolari a feedback che coin-
volgono tutte le cellule presenti nel distretto articolare
(Fig. 5).2

| RADICALI LIBERI: DALLA TEORIA STOCASTICA
ALLO STRESS OSSIDATIVO-INFIAMMATORIO

Una volta dimostrato che la patogenesi dell’artrosi si ba-
sa sull’azione sinergica di sostanze capaci di indurre la
progressiva distruzione dei tessuti articolari, gran parte
della ricerca si & concentrata nello sforzo di identificare i
mediatori maggiormente responsabili di danni combinati
degenerativi/infiammatori. Tra questi, un posto di rilievo
spetta ai radicali liberi, iperprodotti dalle cellule articolari
e non sufficientemente contrastati dal potenziale antiossi-
dante endoarticolare.?®

Identificati per la prima volta nel 195424 i radicali liberi
(Tab. 2) sono stati oggetto, soprattutto nell’ultimo decen-
nio, di intensi studi, dapprima pressoché esclusivamente
incentrati sull’affinamento delle tecniche adatte a quantifi-
carli, e successivamente volti a definirne il coinvolgimento
diretto in condizioni parafisiologiche (es. invecchiamento)
e nell’eziopatogenesi di un ampio spettro di malattie (es.
aterosclerosi, condizioni infiammatorie e degenerative cro-
niche, neoplasie). 25 %

Fisiologicamente prodotti in piccole quantita dall’orga-
nismo - in quanto inevitabili tappe intermedie del metabo-
lismo aerobico - i radicali liberi possiedono caratteristiche
chimiche (elevata instabilita, emivita brevissima, diffusione

Tabella 3
Principali sistemi antiossidanti endogeni

ENZIMI
Superossido dismutasi (SOD)
Catalasi (CAT)
Glutatione perossidasi (GSH-Px)
Glutatione reduttasi (GR)

SOSTANZE RIDUCENTI
Glutatione (GSH)
Acido ascorbico (vitamina C)
a-tocoferolo (vitamina E)

PROTEINE CHELANTI
Ceruloplasmina
Transferrina
Ferritina

a breve distanza nell’ambiente circostante) che ne spiega-
no l'intrinseca tossicita.?” 8

In condizioni normali, questo potenziale tossico viene
efficacemente neutralizzato da un pool di difese antiossi-
danti endogene (Tab. 3) che, operando di concerto, sono
in grado di minimizzare gli effetti dell’insulto ossidativo,
non solo intrappolando i radicali liberi (cosiddetta azione
“scavenger”), ma anche catalizzandone la trasformazione e
sequestrando ioni metallici - ferro e rame in particolare -
necessari alla loro formazione.?

Si parla, in questa situazione, di “bilancia ossidativa”,
intendendo, con tale termine, il sofisticato e dinamico
equilibrio biologico tra produzione di radicali liberi, da
una parte, ed efficacia delle difese antiossidanti, dall’altra.
In sostanza, un vero e proprio “paradosso della vita aero-
bica”, tale per cui I'utilizzo dell’ossigeno necessariamente
comporta la messa in atto di meccanismi che ne controlli-
no la valenza tossica.®

Questo equilibrio puo, d’altronde, essere turbato da
una miriade di fattori - ambientali (es. raggi UV, inquina-
mento), parafisiologici (es. attivita fisica, invecchiamento)



BOX 1
LA LETTERATURA CONFERMA...

Le specie reattive dell'ossigeno (ROS)... sono ora riconosciute
come importanti molecole di segnale... Esse possono influen-
zare la proliferazione e la morte (sia per necrosi che per apop-
tosi) delle cellule...
Reactive oxygen species (ROS)... are now recognized as
important signalling molecules... ROS may influence cell
proliferation, cell death (either apoptosis or necrosis)...
Hancock JT et al., 2001, Biochemical Society Transactions,
29(2): 345-350

Le specie reattive dell’'ossigeno (ROS) funzionano come secon-
di messaggeri in grado di propagare segnali pro-infiammatori o
di proliferazione cellulare. Diretta conseguenza di cio € che lo
stress ossidativo e I'infiammazione cronica sono tra loro corre-
lati, se non addirittura meccanismi inseparabili.
Reactive oxygen species (ROS) function as messenger molecules
to propagate pro-inflammatory or growth-stimulatory signals.
With this knowledge has come the corollary realization that
oxidative stress and chronic inflammation are related, perhaps
inseparable phenomena.
Hensley K et al., 2000, Free Radical Biology & Medicine,
28(10): 1456-1462

o francamente patologici (es. traumi, infezioni, inflamma-
zioni) - che aumentano considerevolmente la formazione
di radicali liberi e che, di pari passo, riducono I'efficienza
delle difese antiossidanti (Fig. 6).%1:32 % |n questi casi, si in-
staura una condizione nota come “stress ossidativo”, ad
indicare I'alterato rapporto tra fattori pro-ossidanti e mec-
canismi di difesa antiossidante.® %% Presenti in eccesso, i
radicali liberi agiscono da potenti “tossine endogene”, ca-
paci di danneggiare i costituenti ubiquitari dei tessuti
(proteine, lipidi, acidi nucleici, carboidrati) ¥, alterare la
permeabilita e I'approvvigionamento energetico delle cel-
lule, attivare gli enzimi responsabili della morte cellulare
per apoptosi %39,

Allo stato attuale, I'interpretazione dello stress ossidati-
vo come “accidente”, giocoforza connesso al metabolismo
aerobico e da cui dipendono danni tissutali aspecifici (co-
siddetta “teoria stocastica”), si € arricchita di nuovi ed
importanti risvolti, grazie all’affermarsi di un nuovo para-
digma. Tale paradigma si basa sostanzialmente sulla valu-
tazione dei radicali liberi non solo come potenziali tossi-
ne, quanto piuttosto come “molecole di segnale” (signal
ling molecules), veri e propri “secondi messaggeri”” che in-
fluenzano la proliferazione e la crescita cellulare ed attiva-
no enzimi (es. ciclo-ossigenasi) e specifici fattori di tra-
scrizione genica (es. NFkB, protein chinasi), direttamente
implicati nell’innesco e nella propagazione di risposte im-
munitarie ed inflammatorie (Box 1) 404142, 43, 44

La conseguenza piu immediata di questa recente rivisi-
tazione dei radicali liberi ¢ la loro ridefinizione biologica
in termini di mediatori principali del cosiddetto “stress 0s-
sidativo-infiammatorio”. L’accumulo incontrollato di radi-
cali liberi &, cioe, responsabile, oltre che dei danni cellulari
imputabili ad un alterato stato ossidativo, anche delle mo-
difiche fisiopatologiche connesse all’attivazione della ca-
scata inflammatoria (Fig. 6).4°
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FIGURA 6 - Stress ossidativo-infiammatorio: molteplici fattori inducono
un aumento della produzione radicalica e rendono insufficiente il poten-
ziale di difesa antiossidante endogena.

MECCANISMI DI IPERPRODUZIONE
DEI RADICALI LIBERI'IN CORSO DI ARTROSI

Una delle prime tessere a comparire nel complesso mo-
saico biologico relativo al ruolo dei radicali liberi nella pa-
togenesi dell’artrosi € stata la dimostrazione delle moltepli-
ci vie attraverso cui essi vengono iperprodotti all’interno
del microambiente articolare. Si & visto, in particolare, che
gueste specie reattive possono originare in seguito a:

1. Danno diretto

Carichi meccanici anomali e/o eccessivi o traumi diretti
alle strutture articolari ingenerano un’immediata produ-
zione radicalica, quale diretta conseguenza della rottura
dei legami covalenti tra molecole.? 4647

2. lpossia/riperfusione

In condizioni normali, indipendentemente dal movi-
mento o dal carico applicato all’articolazione, la pressione
intrarticolare ha valori negativi subatmosferici, condizione
essenziale per garantire sia la stretta contiguita anatomica
tra membrana sinoviale e cartilagine, sia la pervieta dei va-
si sinoviali da cui primariamente dipende I’'apporto nutriti-
vo al tessuto cartilagineo avascolare.*® Cio non accade
guando compare uno stato inflammatorio articolare. In
guesta condizione, le alterazioni microcircolatorie, unita-
mente all’aumentata produzione di liquido sinoviale, de-
terminano la variazione della pressione idrostatica intrarti-
colare che, durante il movimento, supera la pressione di
perfusione dei capillari.* La conseguenza ¢ I'instaurarsi di
reiterati o protratti stati ipossici, durante i quali si determi-
nano quelle variazioni metaboliche dei tessuti articolari da
cui dipende, nel successivo periodo di riperfusione, un
considerevole aumento della produzione di radicali liberi
da parte delle cellule endoteliali (Fig. 7).50. 5152
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FIGURA 7 - La cascata di iperproduzione dei radicali liberi in condizioni
di ipossia/riperfusione.

3. Microemorragie

Traumi ed infiammazioni si accompagnano molto spes-
S0 a microemorragie intrarticolari. Lemoglobina che, in
questi casi, si deposita nei tessuti, agisce da potente fattore
flogogeno, catalizzando - grazie agli ioni ferro in essa con-
tenuti - la formazione di radicali idrossilici, potenti indut-
tori di danni perossidativi a carico dell’endotelio, nonché
di alterazioni del turnover osseo e della vitalita cellulare
(condraciti in particolare).5® 545

4. Infiammazione

In corso di infiammazione, i radicali liberi vengono iperpro-
dotti non solo da cellule articolari residenti (sinoviociti, con-
drociti, fibroblasti, macrofagi, mastociti, cellule endoteliali),
ma anche da elementi circolanti richiamati in situ dalla flogosi
locale.® Tra questi, i polimorfonucleati neutrofili (PMN) - uni-
tamente ai macrofagi concentrati nel panno sinoviale tipico
delle fasi avanzate di artrosi - sono la fonte piu conosciuta di
radicali liberi, in grado, a loro volta, di amplificare e croniciz-
zare il danno infiammatorio in atto, inducendo il rilascio, da
parte degli stessi neutrofili attivati, di mediatori flogistici, de-
gradativi e chemotattici. 256 57. %859

| DANNI INDOTTI DAI RADICALI LIBERI
IN CORSO DI ARTROSI
Cartilagine articolare: condrodegenerazione

E ormai pienamente dimostrato che i condrociti rap-
presentano una delle fonti pit importanti di radicali libe-
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FIGURA 8 - | danni mediati dai radicali liberi nella cartilagine articolare.
(Immagine istologica per gentile concessione di Research & Innovation
S.carl)

ri, essendo in grado di produrne gquantita limitate in con-
dizioni fisiologiche, ma di aumentarne marcatamente il ri-
lascio in svariate situazioni patologiche. 666263 E quanto
accade in corso di artrosi, dove i condrociti, iperattivati
da stimoli meccanici e da un surplus di citochine ad atti-
vita catabolica e pro-infiammatoria (IL-1, TNF), genera-
no ingenti quantita di radicali liberi, ® %% capaci di com-
promettere a piu livelli I'omeostasi del tessuto cartilagineo
(Fig. 8).
In particolare, si &€ dimostrato che essi inducono:

1. Apoptosi dei condrociti

Le ricerche piu recenti hanno definitivamente confer-
mato il ruolo dello stress ossidativo nella catena di eventi
che conducono alla morte cellulare programmata (apop-
tosi). ¢7-%8 In tale processo, i radicali liberi inducono, infat-
ti, quelle modifiche perossidative a carico di lipidi e pro-
teine, tappa obbligata per avviare le alterazioni di mem-
brana e la successiva frammentazione cellulare. 1 condro-
citi si sono rivelati tra le cellule piu vulnerabili all’azione
citotossica dei radicali liberi (ROS e NO) che sono in gra-
do di comprometterne rapidamente il potenziale prolife-
rativo e la produzione energetica % 7 e decretarne, infine,
la morte per apoptosi.™ 7

2. Degradazione della matrice extracellulare
I radicali liberi hanno la capacita di degradare le princi-
pali macromolecole della matrice cartilaginea (aggrecani,
collagene, acido jaluronico), innescando diversi meccani-
smi di danno litico:
O rottura diretta (cleavage) di aggrecani, collagene di
tipo 11 ed acido jaluronico; 7747
O inibizione della sintesi dei proteoglicani’ 7" ed alte-
razione della composizione qualitativa dei glicosami-
noglicani;™
O attivazione delle proteasi, principali enzimi respon-
sabili della lisi della matrice cartilaginea (es. metal-
loproteasi, cisteinoproteasi, serinoproteasi ed aggre-
canasi).” &
Ai radicali liberi & stata, in particolare, attribuita
un’influenza progressivamente piu vasta sul poten-



ziale litico delle metalloproteasi (MMP), essendo in
grado di attivarne le forme latenti® 2 e di antagoniz-
zare, nel contempo, I’azione dei corrispondenti inibi-
tori (es. TIMP);®
O induzione della sintesi di enzimi proteolitici: € recen-
te la dimostrazione che i radicali liberi iperprodotti
intervengono anche nei meccanismi di attivazione di
specifici fattori (NF-kB, protein chinasi), preposti al-
la sintesi degli enzimi ad attivita condrolitica (es. col-
lagenasi, gelatinasi).® 8.8 Cio costituisce un tassello
essenziale per allargare a dismisura il ruolo centrale
dei radicali liberi nel “circolo vizioso™ della condro-
degenerazione, in quanto molecole capaci non solo
di mediare il danno ai condrociti ed ai componenti
di matrice, ma anche di amplificare, e sostenere nel
tempo, I'insulto tissutale.
Un discorso a parte merita uno specifico radicale libero,
il monossido di azoto o NO (nitric oxide), recentemente
chiamato in causa quale responsabile di danno artrosico,
cosi come illustrato nel Box 2.
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Membrana sinoviale: inflammazione reattiva

Dagli anni Novanta ai giorni nostri, si € assistito ad un enor-
me proliferare di ricerche che hanno definitivamente dimo-
strato I'esistenza di un legame funzionale diretto tra danno os-
sidativo, infiammazione sinoviale e dolore articolare.!% 112

Iperprodotti da numerose cellule del comparto sino-
viale come mastociti (Box 3), fibroblasti, sinoviociti di ti-
po A e cellule endoteliali, i radicali liberi agiscono, infat-
ti, a piu livelli nell’lambito della cascata infiammatoria ed
algogena che accompagna I'artrosi (Fig. 9).

Essi, in particolare, sono in grado di indurre:

1. L’attivazione di fattori preposti alla sintesi di mediatori
pro-infiammatori

Uno dei piu importanti meccanismi alla base dell’in-
fiammazione & sicuramente I'attivazione di fattori cellula-
ri specifici (NF-kB e protein chinasi) da cui dipende la
sintesi di un composito spettro di sostanze direttamente
coinvolte nella genesi e nella progressione della risposta

BOX 2
MONOSSIDO DI AZOTO (NO): DA MODULATORE FISIOLOGICO A MARKER DI ARTROSI

Il monossido di azoto (NO) - una piccola molecola gassosa chimicamente semplice, ma altamente reattiva - puo contare su una mole di
studi scientifici veramente impressionante, che dalla meta degli anni Ottanta ad oggi, ne hanno radicalmente mutato il profilo biologico.
Sintetizzato a partire dall’aminoacido L-arginina per azione di un enzima - la NO-sintetasi (NOS) - presente costitutivamente nelle cellule en-
doteliali e nervose, NO ha nel tempo assunto il ruolo di messaggero biologico multifunzionale, in grado di esercitare attivita omeostatiche
essenziali, come la regolazione del flusso sanguigno, I'inibizione dell’aggregazione piastrinica, la modulazione del sistema immunitario e la
trasmissione neuronale.®”

Parimenti, e stato dimostrato che NO pud essere iperprodotto in diverse condizioni patologiche - infiammazione in primis - grazie all'indu-
zione di un’altra forma di NOS - la NOS inducibile - espressa da numerosi stipiti cellulari.®

Tra le malattie caratterizzate da accumulo patologico di NO, figurano anche specifiche artropatie, come l'artrite reumatoide e I'artrosi® %, in
cui sono stati definitivamente accertati - nell’'uomo,®® nel cane®? e nel cavallo®- 'aumento dell'attivita NO-sintetasica e la correlazione tra
elevati livelli di questo radicale e gravita del processo patologico in atto.%* %

In corso di artrosi, la fonte cellulare pit importante di NO é rappresentata dai condrociti,® attivati da mediatori pro-infiammatori (es. IL-1,
IL-17, TNF), da frammenti di matrice in degenerazione o da stress meccanici.’” % Prodotto in concentrazioni superiori a quelle compatibili
con le attivita di modulazione fisiologica, NO reagisce con altri radicali liberi e, dopo trasformazione in molecole estremamente tossiche, co-
me i perossinitriti e i radicali idrossilici, diventa mediatore di danno a carico

della cartilagine articolare tramite disparati meccanismi pro-catabolici: citochine

m induce la morte per apoptosi dei condrociti % 1% 1% daj cui residui situati “-'1"_.
nelle zone marginali sottoposte a maggior stress meccanico, prenderanno T.E?E-.T::i.: E,' i stross
origine, in seguito ad un processo di ossificazione encondrale, gli osteo- ' meccanici
condrofiti patognomonici di artrosi;10% 103 \ ‘L

m inibisce la sintesi delle macromolecole di matrice (proteoglicani e collage-

ne di tipo 1) %+ e ne altera le caratteristiche qualitative (es. grado di solfa-
tazione);1%

®m aumenta la produzione e I'attivita delle metalloproteasi (MMP);%6

inattiva sostanze ad azione inibente le metalloproteasi (es. TIMP);1

m diminuisce la produzione di fattori che agiscono da antagonisti di alcune
citochine, in particolare I'lL-1RA.%
Daltra parte, NO ¢ direttamente coinvolto anche nella genesi dell'infiam- ;
mazione articolare. Iperprodotto anche da sinoviociti di tipo A, ik

C Lecitrutlina

iNOS

L-anginina

mastociti'®, macrofagi e fibroblasti, questo importante radicale favorisce &
I'innesto flogistico dell’artrosi stimolando I'attivita della cicloossigenasi di
tipo 2 (COX-2),1° I'enzima preposto alla produzione dei mediatori infiam- foox: 4+ b APOPTOSE

matori per eccellenza, come prostaglandine e trombossani. i.
Allo stato attuale, NO si puo a buon diritto considerare protagonista del $ poca $ 1A 4 e J’Eg':ﬁ.,'
danno artrosico, capace cioe, una volta prodotto in eccesso, di potenziare -

le vie degradative ed innescare simultaneamente quelle classiche dell’in-
fiammazione.

INFIAMMAZIONE - DOLORE - CONDRDDEGEMERAZIONE
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BOX 3

IL MASTOCITA SINOVIALE

Nel cane, come nell'uomo, si € inequivocabilmente dimostrata I'esistenza di mastociti sinoviali, preferenzialmente situati nello strato su-
bintimale, a stretto contatto con microvasi e terminazioni nervose.*?: 122 Intorno alla loro biologia, sono nati specifici filoni di ricerca che ne
hanno messo in evidenza le straordinarie potenzialita, da una parte definendone il ruolo di “regolatori omeostatici” dell’ambiente articolare
e, dall'altra, decretandone il coinvolgimento diretto nell’artrite reumatoide e nell’artrosi.'?* 412 |n tali artropatie, i mastociti - aumentati di
numero in special modo nelle zone di giunzione tra i diversi tessuti articolari, dove maggiore ¢ I'entita del danno combinato flogistico e de-
generativo!® 12 - vengono iperattivati da un ampio ventaglio di stimoli agonisti. Citochine pro-infiammatorie (IL-1, IL-10, TNF), fattori di
crescita (TGF, SCF), neuropeptidi (sostanza P, CGRP, NGF), enzimi litici (triptasi, chimasi) e frammenti di macromolecole di matriceconver-
gono sulle cellule mastocitarie avviando il rilascio per degranulazione di un’enorme pletora di mediatori a significato proteolitico, vasoatti-
vo, chemotattico e pro-infiammatorio. 28 129.1%0.131 || risyltato finale & I'amplificazione dei danni degenerativi ed infiammatori a carico dei di-

versi tessuti articolari:

m cartilagine: enzimi litici (triptasi, chimasi), citochine (IL-6, TNF) e radicali
liberi (ROS, NO) di provenienza mastocitaria attivano le forme latenti di

specifiche metalloproteinasi (collagenasi, stromelisina)®? 133 134 g ne
inattivano i corrispondenti inibitori,** contribuendo, in tal modo, ad am- 5P
plificare la distruzione della matrice.**® Inoltre, mediatori come TNF ed
istamina stimolano direttamente i condrociti a produrre altri metaboliti TGF
pro-infiammatori (prostaglandine, leucotrieni), destinati ad alimentare il

“circolo vizioso” del danno artrosico;

m 0sso subcondrale: Iiperdegranulazione mastocitaria compromette seria-
mente I'omeostasi della matrice ossea, a causa del rilascio di sostanze
che ne accelerano il riassorbimento e ne ritardano la deposizione (es. IL-

6, TNF, PGE,);

®m membrana sinoviale: le sostanze contenute nei mastociti (amine vasoatti- | pp s rr s aniE A icnd ,“1 J} i A PR T A A
ve, citochine e fattori chemotattici) influenzano direttamente i microvasi si- ek
A A Rt e Rt " ) ’ il i
noviali, innescando le caratteristiche alterazioni infiammatorie dell’ambien-
te endoteliale: vasodilatazione ed aumento di permeabilita, aumentata -— ﬁ.,,_‘__*
espressione delle molecole di adesione, chemiotassi e diapedesi leucocita- | ¢apTILAGINE o530
. R T L . MEMBRANA SINOVIALE SUBCOMDRALE
ria. Prostaglandine e radicali liberi rilasciati dai mastociti attivati agiscono G SRS
. . o ATas g e o e g Ty wasook i T
anche sulla rete nervosa locale, abbassando la soglia di sensibilita dei no- P oy Alivaziane
ol Ol

cicettori periferici e stimolando la liberazione di neuropeptidi capaci, a loro
volta, di evocare la risposta infiammatoria delle cellule limitrofe.

m capsula articolare: la produzione di sostanze cosiddette “profibrotiche” cond oo NG
(bFGF, IL-4) assegna ai mastociti un ruolo chiave anche nell'induzione della
fibrosi capsulare che contraddistingue le forme piu avanzate di artrosi.
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FIGURA 9 - | danni mediati dai radicali liberi nella membrana sinoviale.
(Immagine istologica per gentile concessione di Research & Innovation
S.carl)

flogistica.!®® | radicali liberi agiscono da “segnali intracel-
lulari” per I’attivazione dell’NF-kB in numerosi stipiti
cellulari, 14115 116 con conseguente induzione della sintesi
di un variegato ventaglio di sostanze pro-infiammatorie,
come citochine (es. IL-1, TNF, IL-6, IL-8), molecole di
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adesione, enzimi litici (MMP) ed enzimi a chiara impron-
ta flogistica (es. ciclo-ossigenasi e NO-sintetasi). 117118

2. Le alterazioni microcircolatorie

Oltre ad indurre apoptosi delle cellule endoteliali,'*° i
radicali liberi danneggiano le componenti lipoproteiche
delle pareti vasali, avviando la classica risposta vascola-
re dell’infiammazione: vasodilatazione ed aumento di
permeabilita, espressione di molecole di adesione, mi-
grazione e conseguente infiltrazione nei tessuti periarti-
colari di cellule infiammatorie circolanti (monociti,
linfociti e leucociti polimorfonucleati), a loro volta fon-
te inesauribile di radicali liberi ad attivita degradativa e
flogistica.

3. Danni alle terminazioni nervose

I radicali liberi inducono gravi alterazioni perossidati-
ve a carico delle guaine mieliniche che avvolgono le fibre
nervose periferiche. Cid comporta gravi modifiche nell’e-
lettrofisiologia dei nervi deputati alla trasmissione dolori-
fica (fibre di tipo C e Ad), con abbassamento della soglia
di eccitabilita (sensitizzazione), esagerata percezione de-
gli stimoli dolorosi (iperalgesia) e comparsa di dolore ad
andamento cronicizzante.'?
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LE VIE DEL DOLORE NELL’ARTROSI

Le cause che scatenano il dolore nell’artrosi sono riconducibili essen-
zialmente a fattori di natura meccanica e chimica che coinvolgono i
tessuti articolari, con esclusione della cartilagine, in quanto trattasi di
tessuto aneurale, cioe, privo di innervazione.

m Fattori meccanici.
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Abnormi sollecitazioni meccaniche alterano i normali meccanismi di ?" JM T
ricezione dei nocicettori periferici sinoviali ed ossei, generando una i

prolungata ed esagerata risposta delle fibre nervose afferenti a livel- - v oo "'"f;-'f

lo centrale, con conseguente percezione di dolore cronico. Tra gli [ g
stimoli meccanici di piu frequente riscontro in corso di artrosi, si ri-
trovano lo stiramento delle terminazioni nervose periosteali, provo- i
cato dagli osteocondrofiti con meccanismo di trazione capsulare, } l
I'eccessiva distensione della capsula articolare, I'inefficienza delle | S -
strutture mio-teno-legamentose di contenimento e la conseguente
instabilita dell’articolazione, gli spasmi muscolari, I'ipertensione mi- i T A P
dollare dovuta alle variazioni di flusso ematico a livello delle trabe-
cole dell'osso subcondrale sclerotico, le microfratture ossee.3®
Fattori chimici.

Linfiammazione ¢ direttamente chiamata in causa nella genesi del dolore artrosico, a causa di quel pool di “mediatori algogeni”, rila-
sciati dalle cellule articolari, da elementi circolanti o dalle locali terminazioni nervose, che nel loro insieme sono stati definiti “the pe-
ripheral jungle” dagli anglosassoni o “la soupe peripherique” dai francesi. Bradichinina, istamina, serotonina, prostaglandine, ROS ed
NO fanno tutti parte di questo pool. Si tratta di sostanze chimiche rilasciate in eccesso da diversi stipiti cellulari (mastociti, sinoviociti,
PMN, piastrine e macrofagi) ed implicate nelle modifiche nocicettive tipiche dell’artrosi, in quanto in grado di sovrastimolare le fibre do-
lorifiche o, altresi, di sensitizzarle nei confronti di stimoli di altra natura (es. meccanici, termici).t3® 140 141 142 Ne|""organigramma” dei
trasmettitori implicati nella nocicezione, un posto di riguardo spetta anche ai mediatori del dolore cosiddetti “neurogenici” (neuropeptidi
come sostanza P, neurochinine, CGRP) che, liberati dalle stesse fibre nocicettive, sono suscettibili di prolungare lo stato di iperalgesia
periferical® e di evocare, a loro volta, una risposta infiammatoria circostante (inflammazione neurogenica). Tra questi, un cenno parti-
colare merita la sostanza P, per la quale é stata dimostrata, almeno nell'uomo, una concentrazione significativamente maggiore nelle ar-
ticolazioni a piul alto rischio artrosico (es. ginocchio)!** accompagnata da una selettiva distribuzione nelle zone specificatamente interes-
sate da fenomeni erosivi e di rimodellamento (osteofitosi).1*® Questo neuropeptide, oltre ad indurre vasodilatazione ed aumento di per-
meabilita vasale, stimola i sinoviociti A e B, nonché i macrofagi a produrre prostaglandine e radicali liberit*¢, causando, nel contempo,
I'attivazione neurogenica dei mastociti sinoviali ed il conseguente rilascio di altri mediatori a valenza algogena e pro-infiammatoria (ista-

mina, serotonina, interleuchine, prostaglandine, ROS, NO, NGF, TNF).147-148

Limportanza dei radicali liberi nella genesi del dolore

artrosico (Box 4) & dovuta anche ad un’azione sensitizzan-
te diretta sui nocicettori periferici, nonché alla capacita di
potenziare I'effetto algogeno di altri mediatori (bradichini-
na, PGE,) e di stimolare il rilascio di neuropeptidi da par-
te delle fibre nervose sovrastimolate (Box 4).1%

Osso sgbcondral_e:
alterazione del rimodellamento

L'alterato ambiente ossidativo influenza negativamente
anche il metabolismo dell’osso subcondrale. Iperprodotti
dagli osteoblasti e dagli osteoclasti'*, a loro volta attivati
dal surplus di citochine pro-inflammatorie, i radicali liberi
rappresentano, infatti, fattori locali decisivi nell’avviare un
disequilibrio progressivo tra riassorbimento e deposizione

SAUILIERID
RIASSORBIMCNTO/DEPCSIIICHND
MATRICE OSSEA

di matrice ossea. E stato, infatti, dimostrato che i radicali
liberi favoriscono, in particolar modo, la comparsa di ma-
nifestazioni di tipo erosivo per esaltazione dell’attivita de-
gli osteoclasti (Fig. 10).1%

Un discorso a parte spetta, in questo campo, al monos-
sido di azoto (NO), in virtu del comportamento bifasico
che esercita su questo tessuto.'! Infatti, bassi livelli di que-
sto radicale gassoso aumentano il riassorbimento osteocla-
stico della matrice ossea. Viceversa, concentrazioni mag-
giori di NO inibiscono I'attivita sia degli osteoclasti che
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FIGURA 10 - Attivita dei radicali liberi sulle cellule ossee. (Immagine istolo-
gica per gentile concessione di Research & Innovation S.c.a.r.l.)
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degli osteoblasti, compromettendo gravemente il turnover
di matrice.12 153 E stato ipotizzato che questa potrebbe es-
sere la spiegazione della limitatezza dei fenomeni erosivi
che si riscontrano in molte artropatie, artrosi compresa. La
produzione di NO potrebbe, in sostanza, rappresentare la
messa in atto di un meccanismo protettivo innescato in
condizioni patologiche ed incentrato sulla regolazione del-
I’attivitd osteoclastica.®

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

La ricerca di base nel campo della biologia dei radicali li-
beri ha generato, negli ultimi anni, risultati di primaria impor-
tanza per la comprensione dei complicati meccanismi patoge-
netici dell’artrosi. Considerati in passato semplici composti
“di scarto” del metabolismo aerobico, oggi i radicali liberi so-
no stati ridefiniti come veri e propri induttori di danno artro-
sico, capaci, cioe, di innescare alterazioni, degenerative ed in-
fiammatorie, in virtu della triplice potenzialita di:

a. attuare la degradazione diretta dei costituenti macro-
molecolari dei tessuti articolari, in primo luogo della
cartilagine;

b. attivare una serie di sostanze ad azione degenerativa
e pro-infiammatoria;

ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI

bFGF basic Fibroblast Growth Factor
@ Condrocita

CG Collagene

CGRP  Calcitonin Gene-Related Protein
COX-2 Ciclo-ossigenasi 2

IGF Insulin Growth Factor

IL-1 Interleuchina-1

IL-1Ra Interleukin-1 Receptor antagonist
IL-4 Interleuchina-4

IL-6 Interleuchina-6

IL-8 Interleuchina-8

IL-10 Interleuchina-10

IL-13 Interleuchina-13

IL-15 Interleuchina-15

1L-17 Interleuchina-17

iNOS NO-sintetasi inducibile
LIF Leukemia Inhibitory Factor
M Mastocita

MMP Matrix MetalloProteinases
MTL unita Mio-Teno-Legamentosa
NF-kB  Nuclear Factor-kappa Beta
NGF Nerve Growth Factor

NO Nitric oxide (monossido di azoto)
NOS NO-sintetasi

PA Plasminogen Activator

PG Proteoglicani

PGE, Prostaglandina2
PMN Leucociti PoliMorfoNucleati

RNS Reactive Nitrogen Species (Specie reattive dell’azoto)
ROM Range of motion

ROS Reactive Oxygen Species (Specie reattive dell’ossigeno)
SCF Stem Cell Factor

SP Sostanza P

TGF Transforming Growth Factor
TIMP Tissue Inhibitor MetalloProteinases
TNF Tumor Necrosis Factor

u-PA urokinase-Plasminogen Activator

c. agire da “segnali intracellulari”’ che danno il via ai
meccanismi molecolari responsabili della risposta in-
fiammatoria ed immunitaria.

Non c’eé dubbio che, grazie alle numerose evidenze
scientifiche che hanno portato alla dimostrazione del ruo-
lo centrale dei radicali liberi nello stress ossidativo-infiam-
matorio, si siano aperti nuovi orizzonti nello studio e nella
terapia dell’artrosi. Ad una fase in cui le strategie di ricer-
ca si sono focalizzate sull’utilizzo di sostanze in grado di
contrastare esclusivamente i fenomeni condrodegenerativi,
& destinata a succedere una fase in cui vengono privilegiate
le indagini volte a valutare, sia in vivo che in vitro (es. col-
ture cellulari), il ripristino del corretto ambiente ossidativo
endoarticolare e, attraverso questo, il controllo dei risvolti
degenerativi, infiammatori ed algogeni associati al suo di-
sequilibrio.
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