La viscosupplementazione intra-articolare

con polinucleotidi

La nuova opzione per migliorare la risposta clinica

Il corpo umano ¢ sostenuto da
un apparato scheletrico con ol-
tre 350 articolazioni (fisse, se-
mimobili e mobili) che garanti-
scono vari gradi di liberta sia a
parti del tronco (bacino, collo,
etc) sia soprattutto agli arti.
Questa complessa struttura ¢, in
conseguenza della postura eret-
ta, sottoposta ad elevati carichi
statici, le cui forze vengono dis-
sipate su poche articolazioni (ra-
chide lombare, bacino e ginoc-
chio), determinando sovraccari-
co articolare. Questo articolo
prendera in esame le tre articola-
gioni sinoviali mobili di spalla, anca
e ginocchio.

L'articolazione
sinoviale: le strutture
in gioco

Larticolazione sinoviale ¢ una
struttura complessa sotto
'aspetto biomeccanico poiché,
oltre alle parti ossee, sono coin-
volte strutture di protezione che
devono garantire una corretta
funzionalita articolare, con mo-
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vimenti molto complessi, fine-
mente controllabili e ripetibili
migliaia di volte per decine di
anni. Una cosi lunga durata del-
Particolazione non potrebbe es-
sere garantita se le superfici dei
capl ossel coinvolti fossero a
diretto contatto fra loro. I tes-
suti che consentono il corretto
funzionamento dell’articolazio-
ne sinoviale sono due, la cartila-
gine ialina (CI) e la membrana
sinoviale (MS); a questi due tes-
suti va aggiunto il liquido sino-
viale (LS), la cui funzione ¢ de-
terminante ai fini della resisten-
za all’'usura meccanica. Nelle
patologie degenerative articola-
ri nessuna di queste tre compo-
nenti ¢ risparmiata da alterazio-
ni morfologiche e metaboliche.

Cartilagine articolare

Le superfici ossee articolari sono
ricoperte da una sottile “pellico-
l1a” di tessuto translucido, liscio,
a bassissimo attrito, la cartilagi-
neialina'. Ad
ulteriore pro-
tezione, la
zona di con-
tatto fra i due
capi articolari
¢ separata da
un film liquido
dello spessore
di 40-60, il 1i-
quido sinovia-
le’”. La carti-
lagine agisce
da cuscinetto
e, insieme al
liquido sino-
viale, dissipa
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le forze che si scaricano sull’at-
ticolazione durante il movimen-
to, particolarmente quello ad
elevato carico e frequenza di sol-
lecitazione: si pensi alle artico-
lazioni del ginocchio e dell’anca
durante la corsa. Le alterazioni
morfologiche e biochimiche del-
la cartilagine, che esiteranno ne-
gli anni nell’artrosi senile, inizia-
no in realta abbastanza preco-
cemente, in relazione alla pre-
senza di vari fattori di rischio
(sovrappeso, attivita usuranti,
etc), sicché gia a partire dalla ter-
za decade possono comparire
microlesioni cartilaginee carat-
terizzate da progressiva perdita
della matrice extracellulare

(ECM)* (figura 1).

Membrana sinoviale

Si tratta di una struttura bifac-
ciale che riveste la cavita interna
dellarticolazione: lo strato estet-
no ¢ costituito da un doppio
strato di sinoviociti e non con-

Figura 1. Artroscopia del ginocchio: lesioni della
cartilagine femorale in giovane adulto.
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tiene vasi sanguigni; il versante
interno ¢ invece metabolica-
mente attivo, presenta vasi san-
guigni e durante i processi in-
fiammatori si ispessisce e forma
il panno sinoviale. In condizioni
normali sono presenti sullo stra-
to interno fibroblasti, linfociti e
macrofagi, che sotto opportu-
na stimolazione possono attivar-
si e rilasciare sostanze infiamma-
torie, collagenolitiche e pro-fi-
brotiche®’. Vari studi hanno evi-
denziato che la sinovia non ha
solo funzioni meccaniche ma
sintetizza numerose sostanze,
fra cui varie citochine inflamma-
torie, in particolare interleuchi-
na-1 (IL-1) e Tumor Necrosis
Factor alfa (TNF-a))'’. Sono
queste sostanze che, rilasciate
nel liquido sinoviale, partecipa-
no alle fasi precoci di degenera-
zione della cartilagine: cio ¢ te-
stimoniato dal fatto che pazien-
ti giovani con inflammazione si-
noviale comprovata dalla pre-
senza di panno sinoviale ma clini-
camente asintomatici e con re-
perti radiografici negativi per
osteoartrosi, presentano gia mi-
crolesioni cartilaginee rilevabili
ad indagini sensibili, quali Iar-
troscopia o la risonanza magne-
tica'l.

Liquido sinoviale

Nelle cavita articolari ¢ presen-
te una piccola quantita (2-5 mL)
di LS, una soluzione colloidale
di acido ialuronico ad elevato
peso molecolare (6-7 x10° Da),
iperdensa (2-4 mg/mL) ed iper-
viscosa  (200-250  volte
>H,0)". In condizioni fisiolo-
giche il LS puo contenere an-
che fagociti e leucociti. La sua
funzione primaria ¢ quella di
formare fra le superfici di con-
tatto un cuscinetto elastico molto
sottile, che consente alle parti
in movimento di scotrrere in
virtuale assenza di attrito: la ri-
duzione dell’attrito ¢ garantita
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dalla presenza nel LS di parti-
colari macromolecole, /e lubrici-
ne'?. Ielevata densita e viscosi-
ta conferiscono al LS due im-
portanti proprieta: 1) capacita
di assorbire e dissipare i treni
di onde meccaniche che attra-
verso le ossa lunghe si scarica-
no sull’articolazione (elevata
densita); 2) mantenere conti-
nuamente imbibite le due su-
perfici articolari, in modo che
le due sinovie non entrino in
contato meccanico (elevata vi-
scosita). In sintesi, il LS si com-
porta esattamente come un olio
minerale posto a lubrificazione
di parti in movimento. La sua
funzione tuttavia non € solo
quella di “cuscinetto oleoso™: il
LS ¢ infatti un tessuto vitale a
tutti gli effetti, in quanto forni-
sce ossigeno, micronutrienti ed
energia ai condrociti della car-
tilagine, permettendone la so-
pravvivenza ed il corretto me-
tabolismo!*!,

La degenerazione
artrosica: quali inter-
venti?

Nonostante i meccanismi di
protezione summenzionati, la
cartilagine articolare rimane co-
munque un tessuto soggetto ad
usura fisiologica (eta) e patolo-
gica (traumatismi acuti e croni-

ci), con il risultato che verso i
50 anni una quota importante di
soggetti presenta artrosi delle
articolazioni maggiormente sot-
toposte a carico, in particolare
del ginocchio (240 casi/10.000
persone-anno) e dell’anca (88
casi/10.000 persone-anno)'*',
L’articolazione artrosica pre-
senta varie peculiarita cliniche
e radiologiche: dolore piu o
meno persistente e di grado
varabile, rigidita articolare pre-
valentemente mattutina, ridu-
zione della mobilita ed un cet-
to grado di infiammazione lo-
cale'?. Quest’ultima sembra
costituire il principale substra-
to patologico sotteso alla pro-
gressiva perdita di cartilagine
che si osserva durante I'invec-
chiamento®*'. L’assottigliamen-
to cartilagineo e la riduzione del
contenuto di LS determinano
riduzione della rima articolare,
con conseguente avvicinamen-
to dei capi ossei, un reperto
radiografico ben evidente nel-
Partrosi del ginocchio. Purtrop-
po, il danno cartilagineo ¢ in
realta piu articolato sotto il
profilo metabolico, poiché la
flogosi determina progressivo
sfibramento della cartilagine,
con perdita della matrice extra-
cellulare (ECM) e rilascio di
frammenti di tessuto nel liqui-
do sinoviale, che perde non solo le

Figura 2. Articolazione del ginocchio: strutture sane (pannello di
sinistra) e strutture affette da osteoartrosi (pannello di destra).
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sue proprieta elastiche e nutritive ma
diviene fonte di attrito (figura 2).
E’ interessante sottolineare che,
benché ’OA non sia classificata
fra le tipiche malattie inflamma-
torie articolari, numerosi studi
hanno dimostrato che nella ca-
vita articolare artrosica sono
presenti varie citochine infiam-
matorie e che la presenza di una
costante inflammazione subcli-
nica possa essere il principale
driver di progressione della malat-
tia artrosica’>?. L’inflammazio-
ne costituisce quindi un target
terapeutico di primaria impor-
tanza.

La viscosupplementa-
zZione

Nei pazienti con osteoartrosi
(OA) refrattari alle terapie con-
servative (riduzione del sovrap-
peso, correzione posturale, etc.)
o che non abbiano risposto a
terapie farmacologiche per ri-
durre il dolore e la flogosi (pa-
racetamolo, FANS) ¢ possibi-
le prendere in considerazione,
prima del trattamento chirur-
gico, la somministrazione in-
tra-articolare di corticosteroi-
di o di analoghi del liguido sino-
viale. La somministrazione di
quest’ultima categoria di so-
stanze, definita viscosupple-
mentazione in quanto trattasi
di soluzioni colloidali ad alta
viscosita, ¢ stata sperimentata
per la prima volta verso la meta
degli anni *70 ed ha ricevuto
validazione scientifica all’inizio
degli anni 90 da parte del
gruppo di Balazs***. Fino ad
oggi, la viscosupplementazio-
ne si ¢ basata sulla sommini-
strazione intra-articolare di
soluzioni di acido ialuronico di
diversi pesi molecolari***". Mo/-
1 di questi device presentano pero ca-
ratteristiche chimico-fisiche assai di-
verse dal 1.S' che dovrebbero sostitui-
re o reintegrare.

The intra-articular vi

nentati
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Figura 3. Proprieta del dispositivo ideale per la viscosupplementa-

zione intra-articolare.
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I device convenzionali:
aree di miglioramento

Benché numerosi studi abbiano
dimostrato che 'uso di questi
device migliori taluni parametri
clinici (dolore, scrosci articola-
ri, etc.) i risultati rimangono
ambigui per quanto riguarda il
controllo delle altre componenti
dell’osteoartrosi, particolarmen-
te 'inflammazione e la rigene-
razione della cartilagine, sicche
I'uso della viscosupplementazio-
ne convenzionale con ialurona-
ni non sembra modificare la sto-
ria clinica della malattia o ral-
lentarne la progressione®™. In
realta il dispositivo ideale do-
vrebbe agire su varie componenti
del processo artrosico e non solo
sulle proprieta biomeccaniche
del liquido sinoviale (figura 3).

Sulla base di queste osservazio-
ni, sono state perseguite negli
ultimi anni due diverse linee di
ricerca: da una parte preparare
dispositivi ad alta densita, in
modo da creare un gel fra le su-
perfici articolari metabolicamen-
te poco attivo, con bassa clearan-
ce e lunga emivita; dall’altra, so-
stituire lacido ialuronico con macro-
molecole ngnalmente dotate di elevata
capacitd di trattenere acqua e formare
un gel ad elevata densita, ma al con-
tempo in grado di rilasciare precursori
metabolici capaci di fornire energia e
micronutrienti alla cartilagine, stino-
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lando cosi i condrociti a sintetiziare
nnova matrice. Solo un device con gue-
ste caratteristiche potrebbe modificare
la storia naturale della malattia.

La viscosupplementa-
zione con polinucleotidi

Lutilizzo di lunghe catene di
polinucleotidi (PN) ottenute
dalla frammentazione controlla-
ta del DNA ¢ una procedura
messa a punto a partire dalla fine
degli anni *90: il primo studio
con PN ottenuto da placenta
umana € stato condotto da Mu-
ratore e/ al. nel 1997 con I'inten-
to di verificare se una soluzione
ad alta densita di PN inducesse
viraggio metabolico in una col-
tura di fibroblasti cutanei’!. In
seguito al positivi risultati di
questo studio, i PN sono stati
utilizzati per promuovere la cre-
scita di fibroblasti di cornea ed
iride, anche in questo caso con
risultati positivi®.

Effetti dei PN su
osteoblasti e condroblasti

Successivamente ¢ stato possi-
bile verificare che la sommini-
strazione di PN promuoveva la
proliferazione di osteoblasti
umani in coltura, suggerendo la
possibilita di utilizzare queste
sostanze per riparare il tessuto
osseo™. In questo studio I'addi-
185
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Figura 4. Degradazione enzimatica dei PN: dopo essere stato infiltrato in cavita articolare il gel va
lentamente incontro a degradazione enzimatica, con rilascio delle basi azotate (purine e pirimidine),
ribosio e fosfato. Si pud ipotizzare che i vari componenti agiscano come substrati energetici e metabolici
per la rigenerazione cartilaginea e la sintesi di nuova matrice extracellulare.
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zione al mezzo di coltura di
frammenti di polinucleotidi a di-
versa lunghezza ed alla concen-
trazione media di 100 plg/ml. ha
determinato dopo 6 giorni un
incremento della crescita degli
osteoblasti pari al 21% rispetto
allo stesso terreno non addizio-
nato. L’effetto metabolico dei
PN sugli osteoblasti ¢ stato
confermato dal graduale e ra-
pido incremento di attivita del-
la fosfatasi alcalina (sin dal gior-
no 1).

Gli Autori di questo studio suggeri-
scono che la crescita degli osteoblasti
sia mediata dalla stimolazione del re-
cettore A, per le purine, presente su-
gli osteoblastz, per quanto non pos-
sano essere esclusi anche altri mecca-
nismi d’azione. Recettori purini-
ci sono stati isolati anche su
cellule della muscolatura liscia,
suggerendo l'esistenza di un
meccanismo di controllo rela-
tivamente ubiquitario®. Ne
consegue che un device a base
di polinucleotidi puo agire nel-
la cavita articolare attraverso
due diversi meccanismi, fra loro
complementari e sequenziali nel tem-
po: in una fase precoce si comporta da
cuscinetto lubrificante, mentre nella
fase tardiva i residui della lisi enzi-
matica locale stimolano il metaboli-
smo cartilagineo.
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Innovativa terapia
intrarticolare

Recentemente ¢ stato com-
mercializzato un nuovo dispo-
sitivo per il trattamento delle
patologie degenerative della
cartilagine (Condrotide™ -
CDT-) contenente polinucleo-
tidi ad elevata concentrazione

(20 mg/mL).

Azione precoce:
biomeccanica

Le lunghe catene polimeriche di
DNA di origine animale dopo
idonei processi di separazione,
frammentazione, sterilizzazio-
ne e polimerizzazione, acquisi-
scono la capacita di trattenere
grandi quantita di acqua al loro
interno, formando un gel tridi-
mensionale. L’infiltrazione in-
tra-articolare di questo gel, ana-
logamente all’acido ialuronico,
¢ in grado di formare una den-
sa ¢ viscosa pellicola protettiva
sulle superfici articolari. Prima
della degradazione enzimatica
la fornitura di un gel con le stes-
se proprieta viscoelastiche del-
I’acido ialuronico migliora le ca-
ratteristiche reologiche del LS,
ripristinando le proprieta mec-
caniche dell’articolazione.
Successivamente i polinucleoti-
di vanno fisiologicamente in-
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contro a degradazione enzima-
tica, con liberazione delle ri-
spettive quattro basi azotate,
del residuo zuccherino e del-
I’acido fosforico, secondo lo
schema di figura 4.

Azione ritardata: metabolica

Dopo la lisi enzimatica, 1 PN
forniscono il substrato metabo-
lico alle cellule della cartilagine
attivandole, con formazione di
nuova matrice extracellulare e
riparazione del danno tissutale.
Infatti, la degradazione locale
delle catene polinucleotidiche
libera nell’ambiente articolare
grandi quantita di basi agotate,
pirimidiniche e puriniche, che rap-
presentano utili substrati per
favorire la sintesi della matrice
extracellulare da parte dei con-
drociti®. Oltre alle basi azota-
te, sono rilasciate anche grandi
quantita di residui glucidici (ti-
bosio) e fosfati, tutti composti
notoriamente coinvolti nei pro-
cessi energetici della cellula: 7e
consegue che dopo aver assolto alla
sua funzione meccanica, 1l gel di Con-
drotide™ assolve ad nna funzione me-
tabolica, ovvero rifornire la cartilagine
¢ l'osso di substrati energetici necessari
ai processi rigenerativi.

La capacita dei PN di stimola-
re 1 condrociti della cartilagine
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Figura 5. Effetti dell’aggiunta di acido ialuronico 1% (HA) o
Condrotide™0.01% (CDT) al mezzo di coltura “basale”. La compara-
zione & stata fatta contro un medium ottimale per la crescita dei
condrociti, utilizzato come controllo (primo riquadro a sinistra). Nel
pannello A (colorazione con alcian blue) effetto sulla espressione di
matrice extracellulare; nel pannello B (colorazione immuno-
istochimica), effetto sulla sintesi di collagene Il. (Data on file

MEDEVICE?).

A: sintesi di matrice

Acido ialuronico

Controllo

B: sintesi di collagene II

Controllo

Acido ialuronico

a sintetizzare ECM ¢ stata di-
mostrata sperimentalmente su
colture di condrociti prove-
nienti da biopsie e coltivati in
tre diversi mezzi di coltura su
plastra: uno era costituito da
un medium standard addizio-
nato da fattore di crescita per
il tessuto cartilagineo (50%
DMEM/50% F12+FCS 10%
+desametasone, acido ascorbi-
co e TGF-beta), mentre i terre-
ni delle colture test erano “ba-
sali”  (50% DMEM/50%
F12+FCS 10%), addizionati o
con acido ialuronico (1%) o con
Condrotide™ 0.01%. Dopo
incubazione per 15 giorni I’atti-
vita condrotrofica di Condroti-
de™ ¢ stata valutata sia attraver-
so la produzione di matrice
extracellulare (figura 5A) sia at-
traverso la produzione di col-
lagene di tipo 2 (figura 5B).

Come visibile in figura 5, ’ag-
giunta di PN al mezzo di “col-

tura basale” ha favorito sia una
maggiore produzione di matri-
ce che di collagene rispetto al-
laggiunta di acido ialuronico,
suggerendo che i PN esprimo-
no effetti metabolici piu inten-
si.

Risultati clinici della
viscosupplementazione
con PN

In uno studio clinico i benefici
della viscosupplementazione
con PN sono stati comparati a
quelli ottenuti con acido ialuro-
nico (Al) su una popolazione di
60 pazienti (18-80 anni) con dia-
gnosi di gonartrosi posta secon-
do i criteri dell’American Colle-
ge of Rheumatology (ACR)”.

I pazienti sono stati trattati con
un’infiltrazione a settimana di
Condrotide™ (CDT) o Al
(controlli) ai tempi T0,T1,T2,
T3,T4, e successivamente mo-
nitorati per ulteriori 12 settima-
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ne, con controlli di efficacia e
sicurezza alle settimane 8 (T8)
e 16 (T16), per una durata com-
plessiva di 16 settimane di os-
servazione. Prima di ciascuna
infiltrazione il paziente era sot-
toposto ad una valutazione fun-
zionale relativa al dolore ed alla
capacita di movimento, secon-
do gli end-point di seguito illu-
strati: obiettivo primario dello
studio era la variazione del do-
lotre misurato con scala visuale
analogica (VAS) con punteggio
da O (nessun dolore) a 10 (do-
lore massimo): il dolore ¢ stato
misurato sia a riposo che du-
rante il carico articolare o il mo-
vimento.

Obiettivi secondari erano: 1) le
variazioni del punteggio KOOS
(Knee injury and Osteoarthritis
Outcome Score), una scala svi-
luppata come estensione della
WOMAC a 5 campi [dolore, sin-
tomatologia generale, attivita
quotidiane (ADL), attivita spor-
tive e ricreative (Sport/Rec)];
2) variazione della qualita di vita
(QOL); 3) variazioni del crepi-
tio articolare; 4) consumo di an-
tinfiammatori non steroidei
(FANS).

1l trattamento con Condrotide
si ¢ dimostrato piu efficace e
rapido del comparatore su tutti
gli end-point oggetto di valuta-
zione: particolarmente interes-
santi risultano i dati relativi alla
riduzione del dolore ed al con-
sumo di FANS.

Riduzione del dolore

Rispetto all’acido ialuronico la
somministrazione intra-articola-
re di polinucleotidi ha dimostra-
to sia un’efficacia maggiore
(maggiore riduzione del punteg-
gio VAS), sia maggiore rapidita
(riduzione del tempo necessario
ad ottenere il medesimo effetto
antalgico). Questi risultati sono
stati ottenuti sia a riposo sia in
movimento (figura 06).

™
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Figura 6. Variazione del dolore rispetto al basale (TO) registrato ai tempi T1 (dopo la prima infiltrazio-
ne), T3 (dopo la terza infiltrazione), T8 (4 settimane dall’ultima infiltrazione) e T16 (fine studio). | dati del
pannello (A) si riferiscono al dolore a riposo, quelli del pannello (B) al dolore in movimento (Dati da

Vanelli R et al 2010%7).
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Consumo di di questa classe di farmaci nel-  dotta sin dalla settimana succes-
antinfiammatori POA ¢ stato oggetto di varie li-  siva alla prima infiltrazione di

Nei pazienti con artrosi I'uso di
FANS ¢ assai frequente e quasi
sempre sfugge al controllo di-
retto del medico, poiché 'assun-
zione avviene al bisogno e/o
con farmaci OTC, con rischio
di eventi avversi (ulcere gastri-
che, sanguinamenti, ipertensio-
ne, etc)™. Per tale ragione, 'uso

nee guida che ne limitano l'uso
soprattutto nell’anziano®.

Sulla base di questi dati, la ridu-
zione del dolore ¢ particolar-
mente auspicabile sia per miglio-
rare la qualita di vita sia per 1i-
durre I'uso dei FANS. Nello stu-
dio di Vanelli ¢ 4/ 'assunzione
di FANS si é sensibilmente ti-

PN, ed al termine dello studio
solo 1 paziente (3.4%) del brac-
cio PN assumeva FANS contro
8 pazienti del braccio Al (26.6%)
(figura 7A).

Analogamente il numero di gior-
ni durante i quali si ¢ resa ne-
cessaria I'assunzione di FANS
per controllare il dolore ¢ risul-

Figura 7. Pazienti FANS free al termine dello studio (A) e numero di giorni della settimana prima di
ciascuna visita di controllo durante i quali erano stati utilizzati FANS (B). (Dati da Vanelli R et al 2010%).
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tato significativamente maggio-
re nel gruppo in trattamento con
acido ialuronico: in figura 7B la
pendenza delle due curve dimo-
stra come la riduzione sia stata
pit rapida e duratura per i pa-
zienti del braccio PN, con mi-
glioramento gia alla prima setti-
mana. Questi risultati sono coe-
renti con il doppio meccanismo
d’azione ipotizzato per i polinu-
cleotidi: la piu rapida riduzione
del dolore gia dopo la prima in-
filtrazione ¢ presumibilmente da
associare alla elevata densita mo-
lecolare di Condrotide™ (20 mg/
mL). A partire dalle infiltrazioni
successive, all’¢ffetto spugna st as-
socia Peffetto metabolico deri-
vante dalla lisi delle catene poli-
nucleotidiche, con rilascio di ti-
bosio, fosfati e nucleotidi utili
per la sintesi di nuovi substrati
cellulari.
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