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RIASSUNTO

L’infiammazione articolare da microcristalli rappresenta uno dei processi flogistici pit intensi e destruenti che & dato
conoscere. Sebbene molti dei meccanismi coinvalti in questo tipo di reazione siano stati ampiamente chiariti, al cuni
aspetti restano sconosciuti ed in particolare quelli legati alla risoluzione spontanea del processo infiammatorio.

In questa rassegna vengono presi in considerazione gli elementi principali in grado di influenzare il tipo e la durata
dellareazione infiammatoria, fracui le caratteristiche dei cristalli, il tipo di legame proteico che ne condizionala pre-
sentazione cellulare, e le cellule coinvolte dell’ attacco acuto. Queste producono numerose sostanze responsabili sia
della propagazione che, probabilmente, dell’ autolimitazione dell’ attacco acuto. Un ruolo importante spetta al tran-
sforming growth factor (TGF)-f in grado, da una parte, di promuovere laformazione dei cristalli e, dall’ atra, di ini-

bire larisposta infiammatoria

infiammazione articolare indotta dai micro-

cristalli etrale piu acute ed intense che é da-
to conoscere. A supporto di questa affermazione s
possono citare le numerose ed autorevoli testimo-
nianze ricevute nei secoli dai personaggi affetti da
gotta(1, 2), lapiu notae celebrataartropatiadami-
crocristalli. Proprio sulla particolare capacita di
guestamalattiadi indurre un’infiammazione parti-
colarmente intensa ed essere poi in grado di auto-
limitarla, almeno durante i primi attacchi, si sono
riversate molte attenzioni degli studiosi moderni, i
quali hanno cercato di interpretare questo fenom-
eno con |’ambizione principale di poterlo trasferire
ad altri tipi di infiammazione articolare. In effetti,
i modelli d’infiammazione indotta dai cristalli di
urato monosodico (UMS), di pirofosfato di calcio
diidrato (PFCD) e da altri microcristalli di natura
calcica, costituiscono un ottimo terreno di appli-
cazione per lo studio dellafisiopatologia dell’ infi-
ammazione articolare, soprattutto per cio che con-
cerne gli eventi acuti.
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L’ infiammazione damicrocristalli € influenzatada
molti fattori, tra cui alcuni collegati ale caratteri-
stiche dei cristalli, ed in particolare allaloro strut-
tura chimica, forma, grandezza e concentrazione,
ed atri ale caratteristiche del mezzo in cui s
trovano, ed in particolare alla composizione pro-
teica e cellulare. L entita della partecipazione di
questi fattori pud variare a seconda dell’ evoluzio-
ne dell’ attacco per cui, per una migliore analisi,
conviene suddividere la fisiopatologia degli even-
ti dell’infiammazione da microcristali in due fas
principali: attacco e risoluzione.

ATTACCO ACUTO DA MICROCRISTALLI

Le prime dimostrazioni della capacita dei cristalli
di provocare infiammazione sono pervenute nel
1899 da Freudweiller, il quale riprodusse attacchi
acuti di gotta mediante I’iniezione di microcristal-
li di urato monosodico (3). Questi esperimenti fu-
rono confermati e perfezionati molti anni piu tardi
da Faires e McCarty (4). Da alora numerosissmi
studi sono stati condotti con vari tipi di cristalli,
giungendo allaconfermadell’importanzachele ca-
retteristiche del cristalli, ed in particolare la loro
struttura chimica, forma, grandezza e concentra-
zione, possono avere nell’infiammazione (Tab. 1).
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Tabella I - Prove della capacita intrinseca dei cristalli di causare in-
fiammazione.

1. La superficie dei cristalli abitualmente capaci di indurre flo-
gosi & irregolare e rugosa, a differenza di quella dei cristalli non-
flogogeni, che ¢ liscia

2. | cristalli flogogeni possiedono una spiccata capacita di le-
garsi con numerose proteine presenti nel mezzo

3. I cristalli di urato monosodico attivano il Complemento an-
che in assenza di immunoglobuline

4. | cristalli di pirofosfato di calcio diidrato monoclinici sono
frequentemente ritrovati nell'infiammazione acuta, rispetto ai
triclinici.

5. La reazione infiammatoria ai cristalli di fosfato basico di cal-
cio € maggiore con i cristalli a piu grande superficie e con un
minore rapporto Ca:P

CARATTERISTICHE DEI CRISTALLI

Struttura

Per ci0 che concernelastrutturadel cristallo, é sta-
to suggerito che lasuperficie dei cristalli maggior-
mente capaci di indurre flogosi e di solito irrego-
lare e rugosa, a differenza di quella dei cristalli
non-flogogeni, liscia (5). Inoltre, i cristalli flogo-
geni possiedono una spiccata capacita di legarsi
con numerose proteine presenti nel mezzo, ed in
particolare con le 1gG, fatto che contribuisce gran-
demente allo sviluppo dell’infiammazione (6). La
rispostainfiammatoria pud comungue avvenire an-
che senza opsonizzazione, come dimostrato nel ca-
so dell’ attivazione del Complemento, siaper lasua
via classica che per I’alternativa. Questo evento,
che € uno dei piu caratteristici dell’ attacco acuto,
viene favorito dal legame dei cristalli conle1gG o
con laproteina C reattiva (PCR) (7), ma puo avve-
nire anche direttamente (8, 9). | cristalli di UMSsi
legano ed attivano il C1 in assenzadi immunoglo-
buline ed i prodotti di attivazione C1r e C1s sono
stati ritrovati sulla superficie di cristalli di UMS
esposti a plasma (10). A suavolta, laviaclassica
del Complemento pud essere attivata dalle I1gG e
dalla PCR. E interessante notare che |’ attivazione
della via aternativa avviene in vitro ad alte con-
centrazioni di cristali (8). Nonostante sia stato di-
mostrato il clivaggio di C5 a C5b e C5a per mez-
zo di una convertasi C5 stabile formata sulla su-
perficie dei cristalli, e che sia il C5a che il C3a
possano svolgere un ruolo nellapatogenes dell’in-
fiammazione daUMS (11), il contributo del Com-

plemento all’ infiammazione sembra solo margina-
le. Infatti, negli animali depleti di Complemento,
lareazioneinfiammatoriasi verificaed evolve con
lastessaintensita (12).

Forma e dimensioni

Conferme dell’importanza di forma e dimensioni
dei cristalli nel determinare un certo tipo di rispo-
sta inflammatoria, provengono da molti studi.
Swan e coll. (13) hanno infatti dimostrato, stu-
diando le caratteristiche dei cristalli dei pazienti
con pseudogotta, unamaggior frequenzadi cristalli
di PFCD monoclinici, rispetto ai triclinici, nell’in-
fiammazione acuta, in contrasto con quanto affer-
mato precedentemente da Schumacher e coll. (14)
ein accordo con quanto riscontrato da Watanabein
un modello di “air pouch” nel ratto. Questo autore
aveva riscontrato che i cristalli sintetici di PFCD
monoclinici provocavano piu infiammazione ri-
spetto ai triclinici (15) (Tab. I1).

Com’énoto, i cristalli di PFCD si possono ritrova-
renelearticolazioni quasi esclusivamente sotto due
forme cristallografiche principali, triclinica, con
aspetto a parallelepipedo o a romboedro, e mono-
clinica, ad aspetto bastoncellare (16). Nell’ espe-
rienzadi Swan, durante |’ attacco acuto la grandez-
zamediadei cristalli di PFCD monoclinici era5,78
pum (range 3,8-9,2), mentre durante lafase di riso-
luzione 3,5 um (range 2,3-5,3). In tutti i soggetti le
dimensioni dei cristalli risultava inferiore durante
lafase di risoluzione rispetto a quella acuta.
Sebbene siano stati studiati meno rispetto aquelli di
UMS e di PFCD, anche quelli di fosfato basico di
cacio (BCP) (Tab. I1), sembrano possedere diffe-
renti capacita di indurre infiammazione a seconda
delle loro caratteristiche. Uno studio di Prudhom-
meaux e coll. (17) ha chiarito molti degli aspetti fi-
nora sconosciuti inerenti questo tipi di cristalli.

| cristalli di BCP sono cosi definiti perché sono
sintetizzati sotto pH basico, diversamente dai cri-
stalli di acidici, quali quelli di brushite. Utilizzan-
do adeguate metodiche d’indagine € possibile ri-
trovarli frequentemente nelle articolazioni. Nella
maggior parte dei casi sono asintomatici ma pos-
sono anche produrreinfiammazioni di notevole en-
tita (18), talvolta perfino acarattere distruttivo (19,
20). Lamaggior parte degli studi condotti in pas-
sato sull’infiammazione da cristalli di BCP, sono
stati effettuati utilizzando cristalli di idrossiapatite
sintetica, untipo di cristallo che non € mai stato ri-
trovato nei tessuti biologici. Per studiare le capa-
cita flogogene dei cristalli di BCP “in vivo”,
Prudhommeaux e coll. (17) hanno invece iniettato
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Tabella Il - Caratteristiche principali dei cristalli contenenti calcio
identificati nel liquido sinoviale.

Pirofosfato di calcio diidrato
— monoclinici
— triclinici

Fosfato basico di calcio
- idrossiapatite

— fosfato octacalcico

— fosfato tricalcico

Fosfato di calcio diidrato (brushite)

Fostato triplo 0 ammonio magnesio fosfato
— struvite
- newberite

Ossalato di calcio

nel sottocutaneo del ratto, utilizzando un modello
di “air-pouch” simil-sinoviale, cristalli abitual-
menteritrovati nelle articolazioni umane, determi-
nando le loro proprieta fisico-chimiche. Come va
Iutazione dell’infiammazione, & stato determinato
il volume e la cellularita del versamento. Signifi-
cative differenze sono state osservate per volume
di versamento e numero di globuli bianchi, a se-
conda dei vari tipi di cristalli di BCP utilizzati.
L' intensita della risposta infiammatoria & risultata
correlata con la superficie specifica e con il rap-
porto Ca:P del cristallo. Poiché tale rapporto éin-
versamente correlato con la solubilitadel cristallo
di BCP, € possibile dedurne che i cristalli piu in-
solubili inducano le risposte infiammatorie mag-
giori.

Carica di superficie

Anche la carica di superficie sembra importante
nel determinareil tipo di rispostaai cristalli. Laca
rica negativa dei cristalli di UMS favorisce infatti
|” adsorbimento delle estremita Fab delle 1gG, che
sono caricate positivamente, contribuendo cosi ad
aumentare la capacita flogistica dei cristalli di
UMS (21-23).

CARATTERISTICHE DEL MEZZO

Fattori umorali

E noto da tempo il coinvolgimento di alcuni fattori
umorai nell’infiammazionedacristalli di UM S (24).
Oltre alla succitata attivazione del Complemento,
nell’ infiammazi one sono soprattutto coinvoltele chi-
nine (26) ed il fattore di Hageman. Questo puod es-

sere stimolato dai crigtalli di UMS, con conseguen-
te attivazione da contatto del sistema della coagula-
zione e produzione di callicreina, bradichinina, pla-
sminaed atri mediatori (26) (Tab. I11). Tuttavia, co-
me giaosservato per il Complemento, il sistemadel-
la coagulazione non € necessario per 1o sviluppo
ddl’infiammazione da UMS. Infatti, la gotta & sta-
ta segnalatain pazienti con deficit di fattore di Ha-
geman (27, 28) e una risposta infiammatoria acuta
al’'iniezionedi cristalli di UMSsi é osservatain pul-
cini deprivati di fattore di Hageman (29).

Proteine
Associati a vari cristalli sono stati identificati al-
meno 30 polipeptidi diversi, fracui: Clg, C1r, Cls,
fibronectina, fibrinogeno, 1gG, enzimi lisosomiali
ed apolipoproteine (10). L' adsorbimento di un ti-
po di proteina anziché un atro dipende in parte
dalle proprietaintrinseche dei cristalli e delle pro-
teine, ma soprattutto dalle caratteristiche del mez-
Zo in cui avviene lareazione. Sembra che le pro-
teine che dimostrano maggiore e piu pronta ten-
denzaalegarsi coni cristali siano le IgG. Il loro
adsorbimento alla superficie dei cristalli facilitala
reazione con i recettori Fc della superficie delle
cellulerispondenti, favorendo cosi lafagocitosi con
laformazione di fagolisosomi (21).
Con I’ evoluzione dell’ attacco acuto, le condizioni
fisico-chimiche e biochimiche locali possono mu-
tare tanto da modificare la tendenza dei cristalli a
certi tipi di legame. Cosl, trale proteine capaci di
legarsi ai cristalli in maniera preferenziale, ap-
paiono le apoliproteine, ed in particolare |’ apoli-
poproteina E. Questa sostanza, che pud essere pro-
dotta dalle cellule del lining sinoviale, inibisce la
fagocitosi e larispostacellulare, adifferenzadi al-
tre proteine di rivestimento dei cristalli che, come
abbiamo visto, sono proinfiammatorie (30).
Poiché é stato dimostrato, nella gotta sperimenta-
le del cane, che lafagocitosi dei cristalli da parte
delle cellule del lining rappresenta uno degli even-
ti piu precoci osservabili dopo I’iniezione intraar-
ticolaredi cristalli di UMS (31), si pud quindi ipo-
tizzare chele stesse cellule di rivestimento sinoviale
siano indotte a produrre apolipoproteina E la qua-
le, asuavolta, inibendo lafagocitosi, tende alimi-
tare !’ attacco di gotta. Cio fornirebbe unaprimain-
terpretazione dell’ autolimitazione dell’ attacco.

Cellule

Monociti/macrofagi

Chesiano neoformati o derivanti dal disfacimento di
depositi preformati, come accade di solito rispetti-
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vamente nella gotta e nella psudogotta, i cristalli
provocano tuttaunaseriedi eventi cellulari che svol-
gono un ruolo centrale nello sviluppo dell’ artropa-
tiadamicrocristalli globalmente considerata.

Si ritiene che le prime cellule ad essere coinvolte
siano i sinoviociti ed i macrofagi del rivestimento
sinoviale, che sono dotati di recettori Fc per lelgG.
L’ adsorbimento delle 1gG alla superficie dei cri-
stalli facilitalaloro reazione con i recettori Fc sul-
la superficie di queste e di altre cellule risponden-
ti, favorendo lafagocitos (21). Le cellule cosi sti-
molate rilasciano numerosi mediatori dell’infiam-
mazione ed inoltre sintetizzano e secernono nu-
merose citochine, fra cui I’interleuchina-1 (IL-1),
I"IL-6, I'lL-8 ed il tumor necrosis factor (TNF)a,
chealoro voltaattirano ed attivano atre cellule, so-
prattutto neutrofili (32, 33). A confermadel ruolo
importante di queste citochine pro-infiammatorie,
I"lL-1P ed il TNFa sono stati ritrovati in elevate
concentrazioni nel liquido sinoviale (LS) delle ar-
tropatie damicrocristali di UMS e PFCD (34, 35)
(Fig. 1). Si ritiene chelaloro capacita di provoca-
re direttamente la chemiotassi dei neutrofili sia

piuttosto limitata (36), ma che possano stimolare
I'ingresso dei neutrofili attraverso I’induzione
dell’ espressione di molecole d adesione, in parti-
colare ’ELAM (Endothelial Leukocyte Adhesion
Molecule)-1, da parte delle venule post-capillari
(37). Nél ruolo di fattore chemiotattico rilevante
sembra invece coinvoltal’ IL-8. Questa & una mo-
lecola a basso PM, dotata di una potente capacita
di indurre chemiotassi ed attivazione dei neutrofi-
li. Essa viene rilasciata dalle cellule mononuclea-
teesposte acristalli di UMS o di atrotipo ele sue
concentrazioni sono elevate nel LS di pazienti con
gotta (38) (Fig. 2). Il rilascio di IL-8 da parte del-
le cellule mononucleate € inibito dal pretrattamen-
to con cicloesimide, un inibitore della sintesi pro-
teica, esei cristalli di UMS vengono rivestiti con
lipoproteine abassadensita (LDL), cheinibiscono
I"aderenzadei cristalli di UMS ale membrane cel-
[ulari interferendo con I’ attivazione dellamembra-
na indotta da cristalli. La preincubazione del so-
vranatante con eparina-agarosio, chesi legaall’IL-
8, 0 con anticorpi specifici anti-1L-8 che neutraliz-
zano I'IL-8, riduce la sua attivita chemiotattica.

— ]
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RA (102) PsA (88) Gout(34)  Pseudogout ~ OA (45) ReA (25) SLE (10) Inf. A (21)
29)

Figura 1 - Livelli di IL-1B nel liquido sinoviale di pazienti con artropatie di varia natura, da Punzi et al. Crit Rev Clin Lab Sci, 2002 (35).
() = numero di casi. RA = rheumatoid arthritis; PsA = psoriatic arthritis; OA = osteoarthritis; ReA = reactive arthritis; SLE = systemic lupus ery-

tematosus; Inf.A = infectous arthritis.
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Figura 2 - Livelli di IL-6 ed IL-8 in 30 pa-
zienti con gotta e 28 con pseudogotta
(esperienza personale).
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L'IL-8 e inoltre un potente attivatore dei neutrofi-
li e ritiene chelabrillante risposta alla colchici-
na nella gotta sia ameno parzialmente legata ai
suoi effetti di soppressione dell’ attivazione dei neu-
trofili indotta dall’IL-8 (36). Della famiglia delle
chemiochine, il MIP (macrophage inflammatory
protein)-1a, pud contribuire grandemente ad am-
plificaregli effetti dell’ IL-8. Miller e Brelsford (39)
hanno dimostrato che I'lL-8 & la maggiore che-
miotassina per i neutrofili anche nel LS dei pa-
Zienti con artropatia da cristalli di PFCD. Durante
il trattamento con colchicina, i livelli di IL-8 per-
mangono elevati, mentre diminuisce il numero di
neutrofili. Recentemente & stato dimostrato che la
combinazionedi TNFa e GMCSF coni cristalli di
UMS o PFCD stimola la produzione, da parte dei
neutrofili, di IL-8, ma non di MIP-1a, favorendo
cosi lachemiotassi dei neutrofili, manon delle cel-
lule mononucleate.

Il ruolo dell’ IL-6 sarebbe soprattutto volto alla pro-
pagazione sistemica dell’infiammazione prodotta
dai cristali, attraverso la stimolazione di eventi
classici quali la febbre, la leucocitos e la produ-
zione di proteine della fase acuta da parte del fe-
gato (40).

Neutrofili

Si tratta di un comparto cellulare assolutamente
indispensabile per 1o sviluppo dell’ artrite da mi-
crocristalli. Unavoltaattirati nel luogo dovesi tro-
vanoi cristalli, i neutrofili si dedicano alaloro fa-
gocitosi, facilitata dal rivestimento proteico, so-
prattutto con 1gG. Nel caso dei cristalli di UMS,
una volta che questi siano fagocitati, si assiste ad
una rapida dissoluzione della membrana fagoliso-
somiale, con un rilascio interno del contenuto li-
sosomiale, rigonfiamento cellulare e morte (41).
Queste osservazioni hanno portato alle ipotesi del
“sacco suicida’ o “perforation-from-within”. E sta-
to proposto che quandoii cristalli rivestiti dalle pro-
teine sono fagocitati e vanno alegarsi con i fago-
lisosomi, gli enzimi digeriscono le proteine adsor-
bite, favorendo la lisi dei fagolisosomi, con suc-
cessiva morte cellulare e rilascio all’ esterno del
contenuto dei neutrofili e conseguente amplifica-
zione dell’infiammazione. Si pensachel’ apparen-
te mancata lesione diretta della membrana pla-
smatica da parte dei cristalli sia dovuta all’ effetto
inibitorio delle proteine di rivestimento dei cri-
stalli.

Inoltre, I’interazione dei cristalli con la superficie
della membrana cellulare produce un rilascio ex-
tra-cellulare di enzimi lisosomiali e di radicali li-

beri con meccanismo non citolitico. | cristalli di
UMS scatenano sulla superficie cellulare parecchi
segnali che possono dipendere dalle perturbazioni
di membrana, dalle reazioni fisico-chimiche, dai
rapporti tra proteine di membrana e citoschel etro,
producendo dei segnali di attivazione citoplasma-
tica. L attivazione dei neutrofili da parte dei mi-
crocristalli di UM S avviene per mezzo di unatiro-
sina chinasi differente da quellaindotta dal fMPL
e specificadei cristali (42). Si trattadi unaprotei-
nadi 70 KD lacui attivazione dipende dal contat-
to di membranae mettein gioco il citoscheletro. E
interessante notare chelacolchicinainibisce lasua
espressione e non ha alcun effetto sulle altre pro-
teine-chinasi (43).

Fibroblasti, condrociti, sinoviociti

Queste cellule sono recentemente molto studiate
soprattutto per indagare sugli effetti dei cristalli di
calcio. | meccanismi di traduzione del segnale di
questi cristalli per le cellule proliferanti avviene
attraverso tutta una serie di sofisticati eventi, frai
quali uno dei piu precoci € rappresentato daun for-
te incremento del Ca™ intracellulare. Halverson e
coll. (44) hanno dimostrato chei cristalli di BCP
possono indurre un aumento del Ca™ intracellula-
redi circa10 volte nei fibroblasti umani, probabil-
mente dovuto ad un aumento del flusso di quello
extra-cellulare, con ripercussioni sullerisposte pre-
coci ala stimolazione cellulare da cristalli, quali
I’ espressionedi eg, c-fose mitogenesi. | cristalli di
BCP possono indurre lamitogenesi in numerosi ti-
pi di celule, fracui i fibroblasti ed i condrociti, por-
tando a conseguenze rilevanti quali la prolifera-
zione sinoviale caratteristica della Milwaukee
Shoulder Syndrome. L’ attivazione cellulare da
BCP e associataad induzione del nuclear factor-kB
ed attivazione dellaprotein kinasi C in diversi mo-
delli animali. Inoltre, é stato recentemente chiari-
to chei principali mediatori del segnale al nucleo
indotto dai cristalli di calcio appartengono alavia
del P42 e P44 mitogen-activated-protein (MAP)
kinase (MAPK), membri della famiglia degli ex-
tracellular signal-regulate kinase (ERK) (45). Si ri-
tienechelaviadel MAPK p42/44 rappresenti una
tappaimportante del segnale di traduzione che dai
cristalli porta alla produzione di metalloproteasi
(MMP)-1 e MMP-3. Interessante & |a constatazio-
ne che gquesto aumento della produzione di MMP
si accompagnerebbe ad unariduzione della produ-
zione degli inibitori delle metalloproteinasi TIMP.
| possibili effetti biologici in vitro dei cristalli di
calcio sono rappresentati nellafigura 3.
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Figura 3 - Effetti dei cristalli di BCP e pi-
rofosfato di calcio diidrato in vitro (da Her-
man S et al, Curr Op Rheumatol 2000).

Cellule endoteliali

Negli ultimi anni va acquistando sempre piu rilie-
vo il ruolo del’ endotelio vascolare nella patogene-
si dell’infiammazione. Molti studi hanno dimo-
strato come, in risposta alla stimolazione di cito-
chine proinfiammatorie, in particolare IL-1 e TNF,
le cellule endoteliali si attivano producendo so-
stanze proteiche e glicoproteine di superficie. Tra
gueste vi sono le molecole di adesione selectina-
E, ICAM (intercellular adhesion molecule)-1 e
VCAM (vascular cell adhesion molecule)-1, che
facilitano I’ adesione vascolare e laconseguente tra-
smigrazionedei leucociti circolanti nel sitodell’in-
fiammazione. Nelle artropatie da microcristali la
selectina-E, unaglicoproteina espressadalle cellu-
le endoteliai attivate, manon stimolate (46), € sta-
ta particolarmente studiata allo scopo di compren-
dere i meccanismi dellarisposta endoteliale e del-
la chemiotassi in queste affezioni infiammatorie.
Néell’infiammazione gottosa indotta nel maiale &
stato osservato che la selectina-E viene espressa
dopo qualche ora dalla stimolazione da parte delle
citochine e contribuisce all’ adesione iniziale dei
leucociti circolanti. Utilizzando un frammento
Fab2 radiomarcato con un anticorpo monoclonale
che riconosce la selectina-E, Chapman e coll. (47)
hanno studiato lafissazione del tracciante nelle ar-
ticolazioni che erano state precedentemente iniet-
tate con microcristalli di UMS. E stata osservata
un’iperfissazione scintigraficanelle articolazioni 7
e 24 ore dopo I'infiltrazione. L’ aspetto scintigrafi-

coriflette |’ espressione delle selectina-E, comedi-
mostrata in preparati immunoistologici. Gli stessi
AA, studiando lacineticadell’ espressione della se-
lectina-E in un modello di infiammazione da cri-
stalli di UMS iniettati nel sottocutaneo del maiale,

Tabella 111 - Mediatori coinvolti nell’infiammazione indotta da mi-
crocristalli (da Lioté et Bardin, 1995, modificata) (73).

Fonte Prodotti

Proteasi lisosomiali

Leucotriene B4

Crystal-induced chemotactic factor
Radicali liberi dell’ossigeno

IL-8

Neutrofili

Fibroblasti sinoviali | Prostaglandine

Proteasi lisosomiali

Macrofagi Prostaglandine

IL-1, IL-6, IL-8

Radicali liberi dell’ossigeno
Piastrine Metaboliti dell’acido arachidonico

Proteasi lisosomiali
Amine piogene

Complemento (3a, Cha

Sistema contatto Callicreina
Bradichinina
Plasmina




22 F. Oliviero, L. Punzi

hanno dimostrato che quest’ espressione dipende
dalla concentrazione dei cristalli di UMS iniettati
localmente (48). Essi hanno inoltre distinto quat-
tro fasi: laprima, trala 2* e la 6° ora, comporta un
aumento progressivo dell’ espressione della selec-
tina-E associataad un’ accumulo di leucociti; lase-
conda e caratterizzata da una diminuzione dell’in-
filtrato leucocitario intorno al’ 8* ora, contempora-
neaalla massima espressione dellaselectina-E. La
terza fase, tral’8* e la 24° ora dopo I'iniezione, &
contraddistinta da unadiminuzione della sel ectina-
E, malgrado un marcato indurimento cutaneo. La
quartafase vede larisoluzione dell’ inflammazione
cutanea mentre i cristalli sono ancora presenti lo-
calmente. Laregolazione della selectina-E potreb-
be dipendere dalla capacita intrinseca delle cellu-
le endoteliali adiminuire la sua espressione (49).
Sempre Chapman e coll. hanno recentemente ancora
approfondito i loro studi sulla sdlectina-E (50). Ess
hanno incubato i cristali di UMS con cellule mono-
nucleate; quindi il sovranatante € stato utilizzato per
testare la capacita di indurre I’ espressione di selecti-
naE durantelacocolturacon celluleendoteliai uma-
ne da vena ombelicale. Hanno cosi dimostrato chei
crigtalli di UMS sono potenti stimolatori della pro-
duzione di IL-1 e TNFa da parte dei monociti e che
queste citochine sono responsabili dell’ attivazione
ddle cdlule endotdiai monocito-mediata. In segui-
to hanno osservato il comportamento di queste rea-
Zioni dopo aggiunta di anticorpi anticitochine.

In una seconda parte di questo studio, & stato stu-
diato il ruolo del TNFa in un modello di monoar-
tritedaUMS indottanel maiale, in presenzaod as-
senza di anti-TNFa. Il blocco del TNF € efficace
nel sopprimere sia I’ espressione della selectina-E
che lamigrazione dei PMN nelle articolazioni in-
fiammate.

Alcune citochine regolatrici, come il TGF(, inibi-
scono |’ espressione della selectina-E da parte del-
le cellule endoteliali in vitro e riducono |’ adesione
di monociti o dei polimorfonucleati neutrofili
al’endotelio (51).

Partendo dalla constatazione chei livelli di TGF(3
sono particolarmente elevati nel LS dei pazienti con
gotta, Lioté e coll. hanno esaminato gli effetti di
guesta sostanza sulla riposta infiammatoria a cri-
stalli in un modello di “air pouch” del ratto (52).
Hanno cosi osservato che la somministrazione di
TGFB1 contemporaneaalaod un’ oradopo lasom-
ministrazione di cristalli di UM S portaad unamar-
cata inibizione nel numero delle cellule reclutate
nel sito dell’infiammazione e nel volume di versa-
mento, suggerendo cheil TGFB1 pud essereunim-

portante fattore limitante la durata dell’ attacco di
gotta. Paradossalmente pero, sedaun lato il TGF
rappresenta un fattore antinfiammatorio, dall’ atro
puo favorirelacristallizzazione del PFCD attraver-
so la stimolazione della formazione di pirofosfato
inorganico extracellulare (53). In un recente studio
e in accordo con quanto osservato da altri autori
(54) é stato dimostrato che nel LS di pazienti con
osteoartrosi i livelli di TGF( sono significativa-
mente piu elevati in presenza di cristalli di PFCD
€/o condrocalcinosi. L' aumento del TGFp, tuttavia,
correlain modo inverso con I'IL-1f3 (55).

AUTOLIMITAZIONE DELL’ATTACCO ACUTO

Larisoluzione spontanea dell’ attacco acuto di got-
ta costituisce uno degli aspetti piul interessanti
dell’infiammazione indotta da cristalli. Kelley e

Tabella IV - Eventi favorenti la risoluzione dell’attacco acuto da mi-
crocristalli.

1. Dissoluzione e clearance dei microcristalli

a) aumento calore locale

b) azione delle mieloperossidasi dopo fagocitosi da parte dei
neutrofili

¢) alterazione della morfologia dei microcristalli da parte dei ra-
dicali liberi indotti dalle interazioni leucociti-cristalli

d) I'aumento del flusso vascolare aiuta il trasporto dell’urato al
difuori dall’articolazione e fa diminuire la tendenza alla for-
mazione di cristalli per sovrasaturazione

2. Modificazione del rivestimento proteico

a) Gli anioni superossido rilasciati durante |'attacco acuto pos-
sono alterare le proprieta delle proteine legate ai cristalli

b) Le proteine che entrano in articolazione od il materiale rila-
sciato dalla lisi leucocitaria possono spiazzare le IgG dalla
superficie dei cristalli

¢) Le apolipoproteine B ed E prodotte dalla membrana sinoviale
infiammata possono svolgere un ruolo antiflogistico rive-
stendo i microcristalli

3. Inibizione dei mediatori dell’infiammazione

a) da parte di recettori inibitori naturali delle citochine proin-
fiammatorie (STNFR, IL-1Ra) prodotti durante I'infiammazione

b) da parte di citochine anti-infiammatorie (TGFp)

4. Altri fattori

a) Gli ormoni della corteccia surrenalica, rilasciati durante I'at-
tacco acuto come reazione da allarme, possono sopprimere
la risposta infiammatoria

b) La degradazione dell’adenosina, potente inibitore dell’ade-
sione leucocitaria e della produzione di superossidi, puo es-
sere inibita dai neutrofili attivati




L'infiammazione articolare da microcristalli 23

Schumacher (56) hanno chiamato in causavari fat-
tori (Tab. IV), acuni dei quali sono tuttora validi
ed hanno ricevuto conferma, mentre se ne sono ag-
giunti altri nuovi.

Dissoluzione e clearance dei microcristalli

a) L’aumento del calore causato dall’ infiammazione
puo aumentare lasolubilitadell’ urato, diminuendo la
tendenza verso la formazione di nuovi crigtalli e fa-
vorendo ladissoluzione di cristalli gia preesistenti.
b) Ladissoluzione dei microcristalli pud anche es-
sere la conseguenza diretta dell’ azione delle mie-
loperossidasi leucocitarie dopo fagocitosi da parte
dei PMN. Alcuni cristalli fagocitati possono esse-
re distrutti dalle mieloperossidasi dei leucociti, di-
minuendo cosi il peso dei cristalli rilasciati dalle
cellule rotte e capaci di perpetuare la risposta in-
fiammatoria

¢) | radicali liberi indotti dalle interazioni leucoci-
ti-cristalli che possono alterare la morfologia dei
cristalli (57).

d) L’aumento del flusso vascolare puo aiutare il
trasporto dell’ urato al di fuori dall’ articolazione e
diminuire la tendenza alla formazione di cristalli
dovuta alla sovrasaturazione.

Modificazione del rivestimento proteico

dei microcristalli

E gia stato ampiamente sottolineato il ruolo del ri-
vestimento proteico nel modulare le capacita flo-
gogenedel microcristalli. Lamodificazione del le-
game proteine-cristalli pud quindi rappresentare un
fattore di notevole importanza nella limitazione e
nello spegnimento dell’ attacco acuto. Varie tappe
SONo state suggerite:

a) Gli anioni superossidorilasciati dall’ interazione
durante I’ attacco acuto di gotta possono alterarele
proprieta delle proteine legate ai cristalli (57).

b) Le proteine che entrano in articolazione o il ma-
teriale rilasciato dalla lisi leucocitaria possono
Spiazzare le |1gG dalla superficie dei cristalli e co-
si diminuire le loro proprieta flogistiche (58, 59).
L'elastasi leucocitaria libera pud ad es. clivare le
I1gG dallaloro regione Fc e cosi diminuire lafago-
citos dipendente dalla opsonizzazione. Gli stessi
enzimi lisosomiali sembrano capaci non solo di li-
sare il rivestimento immunoglobulinico, maanche
di adsorbirsi sullasupeficiedei cristalli, rendendo-
li cosi meno flogogeni (31).

Come e stato accennato in precedenza, ad un certo
punto dell’ attacco acuto, alcune LDL (low density li-
poprotein) quali le apolipoproteine (apo) B ed E pos-
sono legars ai cristalli in sogtituzione di altre protei-

neriducendo lacapacitade cristdli di indurrelapro-
duzione di IL-1(3 da parte del macrofagi e di attiva
rei PMN invitro (30), einibendo lacitolis dei neu-
trofili indotta dai cristalli di PFCD e di UMS (60).
Queste LDL di grandi dimensioni sono normal-
mente assenti nell’ articolazione, mentre si possono
ritrovare in notevole concentrazione nei liquidi in-
fiammatori. E probabile che laloro concentrazione
aumenti durante la prima fase del processo flogi-
stico indotto da cristalli e siain parte determinata
da un aumentato afflusso legato al’aumento della
permeabilita capillare ed in parte dalla produzione
locale da parte delle cellule sinovidli. In effetti, cri-
stalli di UMSrivestiti da apoB sono stati dimostra-
ti durante lafase tardivadella crisi di gotta (61).
In uno studio in vivo condotto sul modello speri-
mentale della “air pouch” nel ratto é stato dimo-
strato che i cristalli di PFCD provocano la com-
parsa delle LDL dopo 3 ore dallo loro iniezione
raggiungendo il livello massimo dopo 24 ore (62).
L aumento delle LDL & accompagnato da una di-
minuzionedi alcuni markersdi infiammazione con-
siderati, PGE, e R glucuronidasi, rafforzando I’ ipo-
tesi chele LDL possano contribuire alarisoluzio-
ne degli attacchi acuti di pseudogotta.

Inibizione dei mediatori dell’infiammazione

Nel LS dell’infiammazione indotta da microcri-
stalli é possibileritrovare, oltreale citochine proin-
fiammatorie, anche loro inibitori, quali i recettori
solubili del TNF (63) el’IL-1Ra (64).

Ancheil TGFpB pud inibire la secrezione di I1L-13
ed aumentare lasintesi del suo antagonista (65). 11
TGFB1 iniettato contemporaneamente od un’ora
dopo la somministrazione di cristalli di UMS por-
ta ad una marcatainibizione nel numero delle cel-
lule reclutate nel sito dell’infiammazione e nel vo-
lume di versamento (51).

REAZIONE ORMONALE

Gli ormoni rilasciati dallacorticale surrendicainri-
sposta allafase acuta possono sopprimere lareazio-
neinfiammatoria. E stato osservato chei livelli pla-
smatici di FSH, LH, progesterone, 173-estradiolo e
cortisolo diminuiscono in modo significativo in pa-
Zienti con gotta, mentre aumenta il rapporto testo-
sterone, 173-estradiolo (66). Questi autori suggeri-
scono che il 17R3-estradiolo possa giocare un ruolo
chiave nella regolazione della biosintesi delle puri-
ne e nel metabolismo dell’ acido urico. Non vi sono
invecedifferenzede livelli di ormoni sessudi trapa-
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Zienti iperuricemici asintomatici e pazienti normou-
ricemici (67). In un modello sperimentale di gotta
nd ratto (68) € stato dimostrato che I'’amministra-
zione locale di ormone adenocorticotropo (ACTH)
svolge un’ azione antinfiammatoria attraverso I’ atti-
vazione del recettore della melanocortina.

MICROCRISTALLI E CRONICIZZAZIONE
DELL’ARTROPATIA

Il tipo di rispostainfiammatoria puo rientrare trai
fattori che condizionano il passaggio alacroniciz-
zazione delle artropatie da microcristali (Tab.V).
Questi possono essere suddivisi in fattori locali e
fattori generali. Frai fattori locali rientrano: I'in-
tegritadei tessuti articolari, i traumi e microtraumi
ripetuti, la capacitadi rispostariparativaai vari at-
tacchi, |a predisposizione genetica alla produzione
di alcune citochine coinvolte nellarispostainfiam-
matoria, la capacita di inibire la neoformazione di
cristalli, lacapacitadi inibireil disfacimento dei de-
positi preformati. Frai fattori generali si possono
includere: I'eta, I'aumentata produzione di soluti
responsabili della formazione di cristalli (iperuri-
cemia, ipercalcemia, ecc), |’ assunzione di farmaci
che influenzano la formazione dei cristalli o lari-
sposta infiammatoria, le malattie associate, le ca-
ratteristiche genetiche del soggetto.

Lereazioni infiammatorie da microcristalli posso-
no avere intensita e durata differente a seconda dei
soggetti, con conseguenze sull’ integrita dei tessu-

Tabella V - Fattori che condizionano il passaggio alla cronicizzazio-
ne delle artropatie da microcristalli.

Fattori locali

— Integrita dei tessuti articolari

- Traumi e microtraumi ripetuti

Capacita di risposta riparativa ai vari attacchi
Predisposizione genetica alla produzione di alcune cito-
chine coinvolte nella risposta infiammatoria

Capacita di inibire la neoformazione di cristalli

— Capacita di inibire il disfacimento dei depositi preformati

Fattori generali

- Ea

- Aumentata produzione di soluti responsabili della forma-
zione di cristalli (iperuricemia, ipercalcemia, ecc)
Assunzione di farmaci che influenzano la formazione dei
cristalli o la risposta infiammatoria

Caratteristiche genetiche

- Malattie associate

ti articolari, che a suo turno condiziona il passag-
gio alla cronicizzazione lenta o dopo fasi succes-
sive. Questo processo puo essere favorito od acce-
lerato da altri eventi o condizioni, quali: la presen-
zadi traumi o microtraumi ripetuti che favorisco-
no daun lato il riaccendersi delle crisi e dall’ altro
laformazione di lesioni croniche; la capacitadi ri-
posta riparativa, che puo essere regolata genetica-
mente o condizionata da varie altre condizioni as-
sociate, quali malattie o farmaci assunti. In questo
contesto & molto interessante una nostra osserva-
zione fatta con i cardiotrapiantati (69). Com’e no-
to, questi soggetti assumono dosi generose di ci-
closporina e diuretici ed inoltre, spesso, immuno-
sopressori e steroidi. Per cui hanno livelli di urice-
mia molto incrementati, con forte tendenza allo
sviluppo di gotta. Il LS dei cardiotrapiantati affet-
ti da gotta, rispetto agli altri gottosi, presentava li-
velli di infiammazione in generale e di interleu-
chine infiammatorie in particolare, significativa-
mente inferiori. In questi pazienti perd lagotta s
presentavanellamaggior parte dei casi con espres-
sione poliarticolare ed addirittura, in 4 soggetti, gia
tofacea all’ esordio. E stato quindi suggerito che,
mentre alcuni farmaci assunti da questi pazienti
(ciclosporina, diuretici) favoriscono I’ iperuricemia
e latendenza alla gotta, gli atri (steroidi, azatio-
prina) riducono larisposta infiammatoria, renden-
do I’ espressione dellagottameno flogisticamapiu
facilmente poliarticolare e cronica

Altri fattori da tenere in adeguata considerazione
sono |’eta e le malattie associate al’ invecchia-
mento. In effetti, ad es. lagottanegli anziani hauna
particolare predilezione per i noduli di Heberden,
dove tende ad assumere rapidamente aspetti tofa-
cei (70). Moltointrigante e ancheil rapporto fraar-
triti damicrocristalli ed altre artropatie, in partico-
lare I' artrite reumatoide (AR). Attraverso analisi
radiografiche e del LS, alcuni autori hanno dimo-
strato una correlazione negativa fra AR e PFCD
(71) efraAR egotta(72). Leipotes apportate per
spiegare questi rapporti sono varie, e non tutte con-
fermate. Frale pit probabili, vi & la capacita della
membrana sinoviale e/o del LS reumatoide di ini-
birelaformazione di cristalli.
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SUMMARY

The inflammatory response to microcrystals is one of the most powerful and intriguing examples of inflammation ob-
servable in man. Although many mechanisms of this reaction are well known, some aspects need to be further clari-
fied, in particular those related to the self-limited nature of the process. Type and duration of the inflammatory reac-
tions are mainly influenced by crystals characteristics, including shape and size, which, in turn may involve the crys-
tal-binding of several proteins, essential for the modulation of cellular responses. Cells most involved in the acute at-
tacks are macrophage and neutrophils, which are responsible for the secretion of several important mediators of in-
flammation, such as prostaglandins and cytokines. These substances may in turn influence both intensity and duration
of the acute attack. The proinflammatory effects of interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8 and tumour necrosis factor (TNF)-a
are counterbalanced by the anti-inflammatory activity of transforming growth factor (TGF)-, which may inhibit both
the cell recruitment and cytokine synthesis. The role of TGF is crucial, not only by limiting acute inflammation but al-
so by promoting formation and deposit of calcium crystals. However, the final effect of the balance between inflam-
matory and anti-inflammatory cytokines may also depend by other tissutal and cellular factors, not all of which are
still completely understood.

Par ole chiave - Infiammazione damicrocristalli, urato monosodico, pirofosfato di calcio, transforming growth factor-3,
prostaglandine.
Key words - Crystal-induced inflammation, monosodiumurate crystals, calcium pyrophosphate dihydrate crystals, tran-
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