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LAVORO ORIGINALE

Le HDL inibiscono la produzione di citochine
nel modello murino di infiammazione da microcristalli
di urato monosodico®

HDL inhibit cytokine production in a mouse model of urate
crystal-induced inflammation
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SUMMARY

Objectives: To evaluate whether high density lipoproteins (HDL) affect monosodium urate (MSU) crystal-induced in-
Sflammation in the murine air pouch model.

Methods: MSU crystals were prepared by Denko’s method and sterilized by heating at 180°C for 2 h before each ex-
periment. Human HDL were isolated from peripheral blood of healthy volunteers. MSU crystals (2 mg in I ml of PBS)
were injected into subcutaneous air pouches in mice in the presence or absence of HDL (0.1 mg). Negative control
pouches received 1 ml of PBS. To recover pouch fluid, the pouches were washed with 2 ml of PBS after the animals
were sacrificed. The leukocyte count in the lavage fluids was obtained using a hemocytometer and differential leuko-
cyte count was determined by May-Griinwald-Giemsa staining. IL-6, KC, CCL2 and TNF-a levels were measured in
exudates by ELISA.

Results: MSU crystals increased the number of leukocytes and the neutrophil migration, as well as the concentrations
of IL-6, KC and CCL2 in pouch fluids, while the TNF-a levels were not detectable. The treatment with HDL led to a
reduction in all inflammatory parameters: the leukocyte count decreased by 73%; the neutrophil density decreased by
35%; the IL-6, KC and CCL2 concentration decreased by 4-, 6- and 5-fold respectively.

Conclusions: This study shows that HDL may limit the inflammatory process by inhibiting leukocyte recruitment and

cytokine release. HDL are likely to represent a mechanism of control of crystal-induced inflammation.

INTRODUZIONE

1 deposito di microcristalli di urato monosodico
(UMS) nelle articolazioni causa uno dei proces-
si infiammatori piu intensi che si conoscano. L’in-
flammazione da cristalli di UMS ¢ caratterizzata da
un attacco acuto iniziale i cui meccanismi sono no-
ti e ampiamente descritti e da una risoluzione spon-

*Lavoro premiato al XL'VI Congresso SIR, Rimini 2009.

Indirizzo per la corrispondenza:
Dott.ssa Anna Scanu

Cattedra e U.O.C. di Reumatologia
Universita di Padova

Via Giustiniani, 2 - 35128 Padova
E-mail: anna.scanu@unipd.it

Reumatismo, 2010; 62(4):266-272

tanea i cui meccanismi rimangono ancora in parte
poco conosciuti (1). L’interazione tra cristalli di
UMS e cellule sinoviali, monociti-macrofagi e neu-
trofili nelle articolazioni scatena la risposta in-
fiammatoria che comporta il rilascio di diversi
agenti proinfiammatori come TNF-a., IL-8, IL-1f,
IL-6 e fattori chemotattici (2, 3) che a loro volta
amplificano il processo infiammatorio (4, 5). E sta-
to recentemente dimostrato che i cristalli di UMS
sono in grado di attivare I’'inflammasoma NALP3
e i TLR conferendo all’immunita innata un ruolo
fondamentale anche in questo tipo d’infiammazio-
ne (6, 7). L’attacco acuto di gotta tende a risolver-
si spontaneamente in 3-10 giorni. Sono stati de-
scritti diversi meccanismi coinvolti nella sua riso-
luzione tra cui Ieffetto di alcune lipoproteine. E
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stato infatti dimostrato che le lipoproteine, la cui
concentrazione ¢ aumentata nel liquido sinoviale
delle artropatie infiammatorie (8) sono in grado di
modulare la risposta infiammatoria. Tra queste, le
lipoproteine contenenti 1’apolipoproteina (apo) B e
I’apo E sono in grado di inibire la stimolazione dei
neutrofili indotta dai cristalli tramite legame alla
superficie dei cristalli (9, 10). Le lipoproteine a
bassa densita (LDL) e le lipoproteine ad alta den-
sita (HDL) inibiscono la citolisi dei neutrofili in-
dotta dai cristalli di calcio e di UMS (11). Le HDL
contenenti apo A-I possono inoltre svolgere
un’azione antinflammatoria prevenendo il rilascio
di citochine infiammatorie mediante 1’inibizione
del contatto monocita/macrofago con linfociti T
attivati o con microparticelle (MP) derivate da lin-
fociti T attivati (12, 13).

Recentemente abbiamo dimostrato che le HDL
possono inibire il rilascio di CCL2 (monocyte che-
moattractant protein-1; MCP-1) da parte di sino-
viociti stimolati con i cristalli di UMS. In partico-
lare abbiamo osservato che I’inibizione ¢ indipen-
dente dal coating delle lipoproteine sui cristalli
(14). Per supportare questi risultati abbiamo deci-
so di utilizzare un modello di inflammazione piu
complesso e quindi di valutare I’effetto antinfiam-
matorio delle HDL in vivo sul modello murino del-
la tasca d’aria.

MATERIALI E METODI

Animali

Per gli esperimenti sono stati utilizzati 28 topi CD1
maschi, di circa 8-9 settimane di eta e peso medio
di 35 g provenienti dall’allevamento interno del
centro di Chirurgia Sperimentale dell’ Universita di
Padova. Gli animali sono stati randomizzati in 4
gruppi (7 topi per gruppo) e alimentati con dieta
standard. Un gruppo ¢ stato trattato con i cristalli
di UMS per determinare il livello d’infiammazio-
ne; in un gruppo sono state somministrate con-
temporaneamente le HDL e i cristalli di UMS per
valutare I’effetto delle lipoproteine sull’infiamma-
zione indotta; in un gruppo di controllo ¢ stato
iniettato solo del PBS e un gruppo ¢ stato trattato
solamente con HDL per controllare che queste non
avessero alcun effetto infiammatorio.

Preparazione dei cristalli di UMS

I cristalli di UMS sono stati preparati usando il me-
todo descritto da Denko (15). La loro forma e biri-
frangenza ¢ stata verificata al microscopio a luce po-

larizzata e compensata. Prima di ogni esperimento
i cristalli sono stati triturati e sterilizzati per 2 ore a
180°C. La concentrazione di endotossina ¢ stata mi-
surata nelle preparazioni di cristalli di UMS me-
diante Limulus amoebocyte lysate assay (E-toxate
kit, Sigma) ed ¢ risultata inferiore a 0,015 EU/ml.

Isolamento delle HDL

Le HDL umane sono state isolate mediante ultra-
centrifugazione dal sangue periferico di volontari
sani ed il loro contenuto proteico ¢ stato determi-
nato come descritto precedentemente (12).

Preparazione delle tasche d’aria

Le tasche d’aria sono state indotte mediante I’inie-
zione di 3,5 ml di aria sterile nel tessuto sottocuta-
neo del dorso dei topi dopo anestesia con sevora-
ne al 4%. La stessa operazione ¢ stata ripetuta 3
giorni dopo la prima iniezione. Dopo 6 giorni, 2 mg
di cristalli di UMS in 1 ml di PBS o 1 ml di PBS
da solo sono stati iniettati nelle tasche d’aria in pre-
senza o in assenza di HDL alla concentrazione di
0,1 mg/ml. Dopo 24 ore i topi sono stati sacrifica-
ti tramite eccesso di CO,, le tasche d’aria sono sta-
te lavate con 2 ml di PBS ed ¢ stato misurato il vo-
lume di liquido rimosso (che include i 2 ml di PBS
per il lavaggio e I’essudato). Dopo aver effettuato
la conta leucocitaria totale e differenziale i liquidi
di lavaggio sono stati centrifugati (1.500 g per 10
min) e conservati a -20°C.

Conta leucocitaria totale e differenziale

Il numero totale dei globuli bianchi (GB) nei liquidi
di lavaggio ¢ stato determinato mediante camera di
Burker e viene espresso come numero di leucoci-
ti/mm?, mentre la conta leucocitaria differenziale &
stata determinata mediante colorazione May Grun-
wald-Giemsa e viene riportata come percentuale
di cellule polimorfonucleate (PMN) e mononu-
cleate (M).

Dosaggio di citochine e proteine

La concentrazione di IL-6, KC, CCL2 e TNF-a. &
stata determinata negli essudati mediante metodica
ELISA. La concentrazione proteica totale ¢ stata
determinata tramite metodo di Bradford (Sigma).

Analisi statistica

Tutti i dati sono espressi come media + DS. Il test
ANOVA ¢ stato utilizzato per 1’analisi delle diffe-
renze tra i gruppi e il test post hoc di Dunnet ¢ sta-
to eseguito per i confronti multipli. Sono stati con-
siderati significativi valori di p<0,05.
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RISULTATI

I cristalli di UMS inducono linfiammazione
nelle tasche d’aria

Per stabilire il profilo infiammatorio della risposta
indotta dai cristalli di UMS sono state valutate nei

Tabella I - Effetto dei cristalli di UMS nel reclutamento cellulare e
nella produzione di citochine proinfiammatorie nelle tasche d'aria.
Cristalli di urato monosodico (UMS; 2 mg in T ml di PBS) o 1 ml di
PBS sono stati iniettati nelle tasche d'aria. Dopo 24 h i topi sono sta-
ti sacrificati e sono stati determinati negli essudati raccolti il volume,
la conta leucocitaria totale e differenziale, la concentrazione delle
proteine totali, di IL-6, KC, CCL2 e TNF-a. [ valori sono riportati co-
me media + DS. ND, non determinabile (<2 pg/ml). *p<0,05 vs PBS.

liquidi raccolti dopo lavaggio delle tasche d’aria,
il volume, ’infiltrazione leucocitaria, la concen-
trazione proteica totale e la produzione di citochi-
ne proinfiammatorie. L’iniezione della sospensio-
ne dei cristalli di UMS induceva un accumulo di
leucociti nel sito dell’inflammazione di circa 43
volte superiore a quello osservato allo stesso tem-
po (24 ore) dopo I’iniezione di un egual volume di
PBS sterile (Tab. I). Come mostrato in tabella I le
cellule reclutate durante I’infiammazione erano
prevalentemente polimorfonucleate. Inoltre, il vo-
lume degli essudati aumentava lievemente negli
animali trattati con i cristalli di UMS rispetto a
quelli in cui era stato iniettato solo il PBS (Tab. I).
Anche le concentrazioni delle proteine totali, di IL-

Trattamento PBS UMS 6, di KC, e di CCL2 risultavano aumentate dopo
Volume (ml) 2,40£0,19 2,79+0,35* I’iniezione d§i cristal.li (Tab. I). L.a c.on_centr.azione
GB (n. leucocitimm?)  40+17,32 17462172,43% del TNF-a risultava invece sotto il limite di deter-
PMN (%) 1,25+1,89 62,5+6,81* minabilita del test effettuato.
M (%) 98,75+4,67 37,5+6,24*
Proteine Totali (ug/ml)  146,28+62,65  453,84+59,05* Le HDL inibiscono Uinfiammazione indotta
IL-6 (pg/ml) 0,22+0,59 53,69+27,60* dai cristalli di UMS
KC (pg/ml) 26,42+13,34  154,35+106,50* Per valutare 1’ attivita antinfiammatoria delle HDL,
CCL2 (pg/ml) 9,286,806 306,78+32,24* queste sono state iniettate nelle tasche alla con-
TNF- (pg/ml) ND ND centrazione di 0,1 mg/ml contemporaneamente ai
Figura 1 - Effetto delle lipoproteine ad alta den-
A sita (HDL) nel reclutamento cellulare indotto
2500 dai cristalli di urato monosodico (UMS).
Cristalli di UMS (2 mgin 1 ml di PBS) o 1 ml
2000 di PBS sono stati iniettati nelle tasche d'aria in
T presenza o in assenza di HDL alla concen-
E 1500 trazione di 0,1 mg/ml. Dopo 24 h i topi sono
£ stati sacrificati e negli essudati € stata determi-
8 1000 nata la conta leucocitaria totale (A) e la per-
* centuale di cellule polimorfonucleate (B). | val-
500 = ori sono riportati come media + DS. *p<0,05
vs UMS.
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Figura 2 - Effetto delle lipoproteine ad alta den-
sita (HDL) nella produzione di fattori proin-
fiammatori indotta dai cristalli di urato mono-
sodico (UMS). Cristalli di UMS (2 mg in 1 ml
di PBS) o T ml di PBS sono stati iniettati nelle
tasche d'aria in presenza o in assenza di HDL
alla concentrazione di 0,1 mg/ml. Dopo 24 h
i topi sono stati sacrificati e negli essudati € sta-
ta determinata la concentrazione di IL-6 (A),
KC (B), CCL2 (C) e delle proteine totali (D). |
valori sono riportati come media +DS. *p<0,05
vs UMS.
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cristalli. Per quanto riguarda I’effetto sul recluta-
mento cellulare indotto dai cristalli di UMS, ab-
biamo osservato che le HDL riducevano il nume-
ro dei leucociti e la migrazione dei neutrofili nelle
tasche d’aria. Alla concentrazione utilizzata, il nu-
mero di cellule infiammatorie reclutate era dimi-
nuito del 73% e quello dei polimorfonucleati del
35% rispetto al trattamento con i soli cristalli (Fig.
la-b).

Non sono state invece riscontrate variazioni signi-
ficative nei volumi degli essudati dei topi in cui
erano state iniettate le HDL.

Successivamente abbiamo valutato se le HDL fos-
sero in grado anche di inibire il rilascio di citochi-
ne e chemochine proinfiammatorie. Abbiamo os-
servato che i liquidi recuperati dalle tasche in cui
erano state somministrate le HDL mostravano con-
centrazioni di IL-6, KC e CCL2 piu basse rispetto
a quelli delle tasche stimolate solamente con i cri-
stalli di UMS. L’inibizione risultava di circa 4 vol-
te per IL-6, di circa 6 volte per KC e di circa 5 vol-
te per CCL2 (Fig. 2a-c). I nostri esperimenti mo-
stravano anche una diminuzione della concentra-
zione delle proteine totali (Fig. 2d).

L’iniezione di sole HDL non ha indotto alcun ef-
fetto inflammatorio.

L’analisi delle differenze tra i gruppi (ANOVA) ¢
risultata significativa per tutte le variabili conside-
rate ad eccezione del volume: GB p<0,0001, PMN
p<0,0001, IL-6 p=0,0016, KC p=0,0112, CCL2
p<0,0001, proteine totali p<0,0001.

DISCUSSIONE

Con questo studio abbiamo dimostrato che il trat-
tamento con HDL ¢ in grado di limitare I’infiam-
mazione indotta dai cristalli di UMS nel modello
animale della tasca d’aria, riducendo il recluta-
mento dei leucociti e la produzione di fattori che-
miotattici e proinfiammatori nel sito dell’infiam-
mazione.

Il modello murino della tasca d’aria rappresenta
uno dei pochi modelli d’infiammazione locale che
si prestano alla valutazione degli effetti dei micro-
cristalli nell’animale. Si tratta di una procedura fa-
cilmente manipolabile e largamente utilizzata per
lo studio di numerosi agenti antinflammatori e an-
tireumatici perché ¢ in grado di mimare 1’ambien-
te sinoviale. L’iniezione dei cristalli di UMS nella
tasca induce una transitoria infiltrazione neutrofi-
lica simile a quella che si verifica nell’'uomo du-
rante I’attacco acuto di gotta (16, 17) e promuove

il rilascio di fattori proinfiammatori attivi nelle ar-
tropatie infiammatorie croniche (18, 19).

Nei nostri esperimenti, I’iniezione dei cristalli di
UMS promuoveva I’accumulo dei neutrofili e la
produzione di IL-6, KC e CCL2 mentre quella di
TNF-a non era determinabile. Questo probabil-
mente era dovuto al fatto che il TNF-a viene rila-
sciato immediatamente dopo la somministrazione
dei cristalli di UMS e per un periodo di poche ore
(20). 1I trattamento con le HDL provocava una ri-
duzione del rilascio di tutti questi fattori proin-
fiammatori e parallelamente della conta leucocita-
ria negli essudati delle tasche d’aria.

Studi precedenti hanno dimostrato che i cristalli di
UMS stimolano le cellule sinoviali, i monociti-ma-
crofagi e i neutrofili a produrre una grande varieta
di mediatori dell’inflammazione (21). Tra questi,
KC svolge un ruolo chiave nella migrazione dei
neutrofili nel modello della tasca d’aria durante la
fase iniziale del processo infiammatorio (22), men-
tre IL-6, prodotta sia da monociti che da polimor-
fonucleati esposti ai cristalli di UMS (3), sembra
regolare, mediante il legame con il suo recettore so-
lubile (sIL-6R), I’espressione di CCL2, una che-
mochina in grado di promuovere il reclutamento di
leucociti mononucleati e di sopprimere quello dei
neutrofili nel sito dell’infiammazione (23). Nei no-
stri esperimenti, I’inibizione di tutti questi media-
tori dell’infiammazione dimostra non solo che le
HDL svolgono un’azione antinfiammatoria, ma an-
che che queste possono agire a diversi livelli del
processo inflammatorio.

Numerosi studi hanno suggerito che le HDL po-
trebbero essere considerate un fattore di controllo
chiave nel mantenere bassi i livelli d’inflammazio-
ne in condizioni normali. E stato dimostrato infat-
ti che le HDL sono in grado di esercitare un potente
effetto antinfiammatorio sia in modelli d’infiam-
mazione in vivo che in vitro. Le HDL inibiscono
I’espressione di molecole di adesione indotta da
citochine nelle cellule endoteliali (24) e riducono
fortemente 1’attivazione e 1’espressione dell’ Inte-
grina CD11b nei monociti (25). Altri studi sugge-
riscono che le HDL e I’ Apo-Al inibiscono la ri-
sposta infiammatoria indotta da lipopolisaccaride
(26). Inoltre le HDL possono ridurre notevolmen-
te la produzione di radicali di ossigeno indotta nei
neutrofili dopo il contatto con cellule T attivate
(27) e le HDL associate ad apo-Al inibiscono la
produzione di citochine indotta nei monociti-ma-
crofagi dal contatto con cellule T o con MP (12,
13). Recentemente abbiamo dimostrato che le HDL
riducono la produzione e 1’espressione di CCL2
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nei sinoviociti stimolati con i cristalli di UMS (14)
e che i livelli di apo A-I, HDL e colesterolo totale
aumentano nei liquidi sinoviali di pazienti con ar-
tropatie infiammatorie (8). Con questo studio di-
mostriamo che le HDL svolgono la loro attivita an-
tinfiammatoria anche in vivo inibendo la produ-
zione di citochine nel modello murino d’infiam-
mazione da microcristalli di urato monosodico. No-
nostante il meccanismo d’azione delle HDL non sia
chiaro, 1 nostri risultati suggeriscono che queste

potrebbero svolgere un ruolo importante nella fa-
se di autoremissione dell’infiammazione indotta
dai microcristalli di UMS. Inoltre terapie che com-
portino un aumento delle HDL nel sito dell’in-
fiammazione potrebbero essere considerate una
strategia nel controllo del processo inflammatorio.
In conclusione, il nostro lavoro conferma la fun-
zione antinfiammatoria delle HDL e suggerisce un
loro possibile ruolo nello spegnimento dell’attac-
co acuto di gotta.

RIASSUNTO

Scopo dello studio: Valutare 1’effetto delle lipoproteine ad alta densita (HDL) nell’infiammazione indotta da micro-
cristalli di urato monosodico (UMS) nel modello murino della tasca d’aria.

Materiali e Metodi: 1 cristalli di UMS sono stati sintetizzati secondo metodica di Denko e sterilizzati per 2 h a 180°C.
Le HDL sono state isolate mediante ultracentrifugazione dal sangue periferico di volontari sani. Le tasche d’aria sono
state indotte mediante 1’iniezione di 3,5 ml di aria sterile nel tessuto sottocutaneo del dorso di topi ceppo CD1. Dopo
6 giorni, 2 mg di cristalli di UMS in 1 ml di PBS sono stati iniettati nelle tasche d’aria in presenza o in assenza di HDL
alla concentrazione di 0,1 mg/ml. Dopo 24 h, negli essudati recuperati dalle tasche mediante lavaggio con 2 ml di PBS,
¢ stato valutato il grado d’infiammazione mediante conta leucocitaria totale e differenziale. La concentrazione di IL-
6, KC, CCL2 e TNF-a ¢ stata determinata negli essudati mediante ELISA.

Risultati: L’iniezione della sospensione di cristalli di UMS ha indotto una risposta inflammatoria caratterizzata dall’ac-
cumulo di leucociti, prevalentemente polimorfonucleati, e dall’aumento della concentrazione di IL-6, KC e CCL2 ne-
gli essudati raccolti dopo lavaggio delle tasche d’aria. La concentrazione del TNF-a risultava invece sotto il limite di
determinabilita del test effettuato. Il trattamento con le HDL ha ridotto la conta leucocitaria del 73%, il numero di neu-
trofili del 35% e le concentrazioni di IL-6, KC e CCL2 di 4, 6 e 5 volte rispettivamente.

Conclusioni: Con questo studio abbiamo dimostrato che il trattamento con HDL ¢ in grado di limitare I’infiammazio-
ne indotta dai cristalli di UMS nel modello animale della tasca d’aria, riducendo il reclutamento dei leucociti e la pro-
duzione di fattori chemiotattici nel sito dell’infiammazione. I nostri risultati confermano la funzione antinfiammato-

ria delle HDL e suggeriscono un loro possibile ruolo nello spegnimento dell’attacco di gotta acuto.

Parole chiave - HDL, urato monosodico, tasca d’aria.
Key words - HDL, urate crystals, air-pouch.
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