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Editoriale

Il medico ha oggi a disposizione numerosi mezzi diagnostici per affron-
tare e diagnosticare e patol ogie che interessano |’ 0sso.

Oltre al basilare esame clinico, siail laboratorio come laradiologia e
I’ esame istol ogico possono permettere una corretta valutazione e diagnosi.

L’ oss0, come € stato ormai chiaramente dimostrato, € un tessuto caratteriz-
zato da unaimportante attivita metabolica e sottoposto a continuo model-
lamento e rimodellamento. Puo essere studiato sotto questo aspetto ricor-
rendo oggi a mezzi che sino a qualche anno fanon erano disponibili.

Questo ha un rilievo sociale ed economico notevolissimo se s pensache
I’ osteoporosi, la piu frequente mal attia metabolica dell’ osso, € uno dei
problemi principali dell’ anziano. Infatti il costo per lafratturadel collo del
femore (una delle principali complicazioni dell’ osteoporosi), in Italia nel
solo 1988, é stato di circa 440 miliardi e costituisce un valore in continua
crescita.

Poiché e attesa una crescita percentuale nel mondo della popolazione
oltre i sessantacinque anni, si dovrebbe dare una priorita assoluta alla
prevenzione delle maattie croniche dell’ anziano, come appunto I’ osteoporosi.

Questo tipo di approccio oggi € gia praticabile. E' possibile individuare
e quindi trattare in modo mirato sin dall'esordio le pazienti in cui la perdita
0ssea € accelerata.

Sicuramente il dosaggio del piridinium crosslinks e dellafosfatasi acida
tartrato resistente con un anticorpo monaoclonal e 0sso-specifica rappresen-
tano il piu tangibile miglioramento in questa area, mail pregio di questa
monografia & proprio quello di riassumere tutti quelli che oggi sono i
marcatori biochimici di rimodellamento osseo dando un quadro globale
molto chiaro ed obiettivo della situazione attuale.

Il volume s presenta completo anche per la presenza di una prima parte
generale dedicata alla struttura del tessuto osseo seguita da una parte
dedicata alla regolazione e valutazione dei processi di modellamento e
rimodellamento ed una valutazione di questi indici nelle principdi patologie
scheletriche.
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Sergio Rassu
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Introduzione

L’osso va fisiologicamente incontro a vivaci processi metabolici
che gli permettono di espletare efficacemente le funzioni cui ¢
preposto (sostegno, deposito di calcio, emopoiesi).

Le alterazioni del suo metabolismo sono alla base di numerose
malattie scheletriche: tratteremo in sintesi del loro studio utilizzando
le piu recenti metodiche di patologia clinica.

Questo rende necessaria una premessa circa la struttura del
tessuto osseo ed i meccanismi di regolazione dei processi metabolici
che avvengono. Verranno poi esaminate singolarmente le tecniche
utilizzate nello studio del metabolismo scheletrico ed il loro uso nelle
principali patologie ossee.

Il tessuto osseo

Dal punto di vista istologico, I’0sso € costituito da un tessuto
connettivo la cui componente cellulare € immersa nella sostanza
fondamentale, a sua volta rappresentata da fibre collagene e sostanza
organica amorfa, entrambe impregnate di sali minerali.

Le cellule del tessuto osseo sono gli osteoclasti, gli osteoblasti e gli
osteociti.

Gli osteoclasti sono cellule di grandi dimensioni (da 20 a 100 mdi
diametro), plurinucleate (sino ad un centinaio di nuclei) che, al
microscopio ottico, presentano un citoplasma debolmente acidofilo.
La superficie della cellula presenta una parte, occupata come si dira
nell’attivita di riassorbimento, con I'aspetto ad orletto striato, che, al
microscopio elettronico, appare costituito da microvilli.

L’indagine ultrastrutturale dimostra come queste cellule siano
deputate al riassorbimento: sono povere in organelli per la sintesi e
la maturazione di proteine (ribosomi, reticolo endoplasmatico rugo-
so, apparato di Golgi), mentre contengono in abbondanza lisosomi
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ricchi di enzimi idrolitici. Fra questi particolare importanza ha la
fosfatasi acida che si caratterizza per la sua tartrato-resistenza (20,
109).

Gli osteoclasti originano da precursori midollari della serie
monocito-macrofagica. Le prime fasi dello sviluppo si verificano ad
opera del Granulocyte- Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-
CSF), le fasi successive sotto I'influsso dell’1,25 (OH)2D3 (44). La loro
funzione principale é rappresentata dal riassorbimento osseo.

Gli osteoblasti sono cellule ad attivita secernente che producono
le componenti organiche della matrice ossea. Si tratta, infatti, di
elementi voluminosi, ovoidali o prismatici, con citoplasma basofilo,
ricco di granuli PAS positivi e di un enzima caratteristico, la fosfatasi
alcalina.

L’osservazione in microscopia elettronica conferma la loro attitu-
dine alla secrezione: il reticolo endoplasmatico rugoso € ben svilup-
pato, i ribosomi sono numerosi e I'apparato di Golgi evidente (20,
109).

Gli osteoblasti originano da precursori stromali che si trovano nel
midollo; il loro sviluppo si verifica sotto I'influsso di numerosi fattori
tra i quali i principali sono rappresentati dal paratormone (PTH),
dagli ormoni tiroidei, dall’ormone della crescita (hGH), dal Tran-
sforming Growth Factor b (TGF-b), dall’1,25 (OH)2D3, da prosta-
glandine (PGE2) e da estrogeni (44). (Figura 1)

Gliosteociti, infine, sono cellule di dimensioni ridotte, con nucleo
a cromatina addensata e citoplasma basofilo. Da esse si dipartono
prolungamenti ramificati che sono accolti, come si dira, nei canalicoli
ossei. Queste cellule originano per trasformazione degli osteoblasti
e sono presenti nell’osso allo stato quiescente. In certe condizioni esse
possono diventare simili agli osteoblasti, acquisendo cosi capacita
secernente: entrano probabilmente in gioco nella riparazione di
microfratture (20, 109).

La sostanza fondamentale ¢ costituita da fasci di collagene im-
mersi in una componente amorfa, I’osteomucoide.

Il collageno € una proteina la cui struttura primaria e costituita da
una sequenza ripetitiva di tre aminoacidi. Uno di essi ¢ la glicina,
mentre gli altri due corrispondono spesso alla prolina, all’idrossi-
prolina e all’idrossilisina, aminoacidi poco frequenti nelle proteine
diverse dal collagene.

Questi aminoacidi formano una molecola elicoidale con un passo
di 0,93 nm, costituita da tre catene polipeptidiche uguali o diverse fra

6 Caleidoscopio



Rosa F., Lanfranco E., Marcatori biochimici del
Balleari E., Massa G., Ghio R. rimodellamento osseo

. GM-CSE & @125(OH) D®@125(OH) D@.
TGFb © TGFb G ,

GM-CSF Precursore precoce Precursore tardivo OSTEOCLASTA
T,T, PGE,
PTH & PGE, T,T, @
hGH T,T, 1,25 (OH), D,
TGFb 1,25 (OH), D, / Estrogeni

——— (W) T )

Estrogeni Steroidi o

Steroidi - ‘ PTH

Precursore stromale PREOSTEOBLASTO QOSTEOBLASTO OSTEOBLASTO
precoce

™ :lInibisce @ : Stimola

GM-CSF= Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor; 1,25 (OH),D,=
1,25 diidrossivitamina D,; TGF p= Tumor Growth Factor §; T = Triiodotironina;
T,= tiroxina; hGH= human Growth Hormone; PTH= Paratormone.

Figura 1. Differenziazione di osteoclasti ed osteoblasti.

loro della lunghezza di circa 280 nm, dello spessore di 1,5 nm e del
peso complessivo di circa 300.000 dalton. Il collagene presente nel-
I’osso & formato da due catene a-1 e da una catena a-2.

E’ definito collagene di tipo | ed ha I'importante caratteristica di
essere praticamente specifico per lo scheletro, mentre esistono in vari
tessuti altri nove tipi di collagene a struttura diversa.

Il collageno | € prodotto dagli osteoblasti a partire da una mole-
cola precursore di dimensioni superiori (procollageno I), che subisce
fondamentali processi di modificazione post-trascrizionale. Nel reti-
colo endoplasmatico dell’osteoblasto la catena polipeptidica del
procollageno | va incontro ad una idrossilazione dei residui di
prolina e lisina e successivamente ad una glicosilazione ed alla
formazione di ponti disolfuro che stabilizzano la molecola.

Le molecole del precursore, giunte all’apparato di Golgi, vengo-
no raccolte in vescicole di secrezione, trasportate sulla superficie
della cellula ed infine espulse nello spazio extracellulare. In questa
sede peptidasi amino- e carbossi terminali rimuovono alcuni peptidi
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dando origine alla molecola di collagene vera e propria. | frammenti
rimossi, specie quelli C-terminali, sono importanti perché il loro
dosaggio ¢ utilizzabile nella valutazione dell’attivita di osteopro-
duzione (20, 38).

Nella matrice extracellulare, infine, a partire dall’idrossiprolina,
idrossilisina e loro derivati, fra le molecole di collagene adiacenti si
formano legami aldiminici riducibili che si trasformano in composti
maturi non riducibili.

Queste molecole, unite fra loro, danno origine ad una caratteristi-
ca struttura piridinolinica ciclica. La piu rappresentata é la
lisilpiridinolina, presente significativamente solo nel tessuto osseo;
I’idrossilisilpiridinolina costituisce il 21-22% del totale dei legami
crociati (7).

Per formare il collagene propriamente detto le fibre si raggruppa-
no ordinatamente I’'una parallela all’altra, formando lamelle di dia-
metro compreso fra 4 e 11 m(20).

La componente amorfa € costituita da un gruppo di molecole
proprie della matrice e da alcune che provengono dal plasma circo-
lante.

L’osteocalcina (OC) é la proteina della matrice piu studiata e
costituisce il 15-20% delle proteine non collagene del tessuto osseo.
E’ codificata da un gene presente, come quello per la fosfatasi
alcalina, sul cromosoma 1 (122); essa ha una struttura primaria di 49
aminoacidi con un peso molecolare di 5800 dalton; tre residui di
acido glutammico (in posizione 17, 21 e 24) vengono carbossilati in
posizione gad opera di un enzima vitamina K- dipendente analoga-
mente ad alcuni fattori della coagulazione. La sua struttura primaria
si & conservata nel corso dell’evoluzione al punto tale che fra
I’osteocalcina umana e quella bovina la sequenza aminoacidica
comune al 90%, elemento questo di notevole importanza per
I'allestimento di kit diagnostici. Nello spazio questa molecola ha per
il 40% una struttura ad a- elica, con due eliche antiparallele che si
affrontano, il resto presenta una struttura b (118).

Come il collagene, anche questa molecola é secreta dagli osteoblasti,
mentre una quota di entita trascurabile & prodotta dagli odontoblasti,
le cellule del dente corrispondenti agli osteoblasti. Nel processo
secretivo si ha prima la produzione di un precursore (pre-pro-OC),
del p.m. di 13.500 dalton dal quale origina per il distacco di alcuni
peptidi la molecola definitiva (23); quest’ultima si lega strettamente
attraverso gli aminoacidi g-carbossilati all’idrossiapatite dell’osso. E’
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stata osservata anche una sua azione chemiotattica sui monociti e di
inibizione dell’elastasi leucocitaria (122).

La sintesi dell’OC e regolata principalmente dall’ 1,25 (OH)2D3
che é in grado di aumentarne la sintesi sino a sei volte (119, 121). La
sua precisa funzione é ignota anche se pare possa intervenire nella
regolazione dell’ossificazione.

La Gla proteina della matrice & una proteina non collagena del
peso di circa 10.000 dalton con una struttura primaria simile all’'OC
e, come questa, subisce una gcarbossilazione in 5 residui di acido
glutammico. Non é tuttavia specifica per il tessuto osseo in quanto
possibile ritrovarla anche nella cartilagine (38, 31, 61).

Nell’osso si possono ritrovare anche alcune fosfoproteine e
glicoproteine. Fra le fosfoproteine la pit nota é I’osteonectina, del
p.m di 32.000 dalton, che rappresenta il 15% del contenuto totale di
proteine non collagene dell’osso. Essa si lega sia con il collagene che
con I'idrossiapatite, disponendosi in modo da favorire la deposizio-
ne minerale. Oltre che nello scheletro, tuttavia, si ritrova nei tendini,
nei legamenti periodontali e viene anche secreta dalle piastrine in
seguito a stimolazione con trombina (38, 144). Nell’0sso sono state
descritte altre tre fosfoproteine del p.m. di 75.000, 62.000 ed una di
24.000 dalton ricca in idrossiprolina (38).

Le glicoproteine sono rappresentate da proteoglicani e sialo-
proteine. | proteoglicani sono caratterizzati da un nucleo proteico al
guale sono legati dei glicosaminoglicani: essi sono presenti anche
nella cartilagine e permetterebbero I'unione e/o la maturazione delle
matrici con la base collagena (38).

Le sialoproteine contengono acido sialico (acido N-acetilneu-
raminico). Fra esse é stata descritta una sialoproteina fosforilata di
301 aminoacidi e 41.500 di p.m. I’osteopontina. Questa molecola si
lega all’OC formando un complesso che potrebbe avere importanza
nel reclutamento degli osteoclasti nel processo del rimodellamento
0sseo (129).

Nel tessuto osseo, infine, & presente una certa quota di proteine
provenienti dal siero: albumina, glicoproteina HS, transferrina ed
alcune classi di immunoglobuline.

Nella figura 2 sono indicate le componenti non collagene dell’os-
so.

La componente organica dell’osso & impregnata di sali minerali.
Calcio, fosforo e magnesio sono gli elementi che ne costituiscono il
60% circa in peso. Calcio e fosforo assumono principalmente una
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struttura cristallina simile all’idrossiapatite, ma generano anche
strutture amorfe. E’ importante ricordare che il pirofosfato € un
inibitore della crescita dei cristalli di idrossiapatite; la sua distruzio-
ne ad opera della fosfatasi alcalina degli osteoblasti, permette il
processo di rimodellamento osseo. Sono infine presenti anche altri
elementi, tuttavia in minori quantita.

Osteonectina 15%

Altri 32%

Osteocalcina 15%

Albumina 3%
Alfa2HS 10%

Proteoglicani 10%

Siaoproteina 15%

Figura 2. Componenti non collagene della sostanza fondamentale
ossea.
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Struttura dell’osso

Le componenti precedentemente descritte, che formano il tessuto
0sseo, si organizzano in modo da determinare due diversi tipi di
struttura che si ritrova nello scheletro: I’osso compatto e I’0osso
sSpugnoso.

L’osso compatto ¢ tipico delle diafisi delle ossa lunghe. In esso
lamelle di collagene del diametro variabile da 4 ad 11 m in numero da
3 a 20, si dispongono concentricamente attorno ad un canale centrale
(di Havers) contenente vasi e nervi; da quest’ultimo si dipartono altri
canalicoli di calibro inferiore (canali di Volkmann) che provengono
dal periostio e dall’endostio. Questa struttura assume aspetto
cilindrico e rappresenta I’'unita anatomica fondamentale dell’osso
detta osteone.

Intorno a ciascun osteone si trova uno strato di sostanza fonda-
mentale che, in sezione, si presenta come una linea basofila (linea
cementante di Ebner). Fra un osteone e I’altro si osservano gruppi di
lamelle disposti irregolarmente che, in parte, derivano da vecchie
strutture haversiane che sono state riassorbite.

L’ 0ss0 spugnoso, invece, ¢ caratteristico delle ossa brevi, tipica-
mente dei corpi vertebrali, dove trabecole delimitano cavita in cui &
presente midollo osseo.

In questo tipo di osso le lamelle si organizzano in una struttura
appiattita e di forma irregolare ed i sistemi osteonici sono spesso
incompleti e sprovvisti dei canali di Volkmann (20, 44).
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Modellamento e rimodellamento
0SSe0

L’0ss0, nel corso della vita, va incontro ad importanti modificazioni
legate all’accrescimento corporeo che possono essere schematizzate
in tre fasi distinte.

Dal concepimento sino alla fine del periodo di accrescimento
(saldatura delle epifisi) si ha un progressivo aumento del volume
0sseo sia trabecolare che corticale; successivamente si osserva un
ispessimento a carico dell’osso corticale (fase di consolidamento).

Verso i 35-40 anni viene raggiunto il valore piu elevato di massa
ossea determinato per il 90-95% dall’accrescimento e per il 5-10% dal
consolidamento (picco di massa ossea). Il picco di massa ossea
dell’adulto € nel maschio superiore del 25-30 % circa rispetto alla
femmina e di circa il 10% nella popolazione di colore rispetto alla
popolazione di razza bianca (105).

Tutti i meccanismi che aumentano le dimensioni delle ossa e ne
adattano la forma ai carichi meccanici vengono definitimodellamento.

L’osso deve essere tuttavia anche in grado di resistere sempre in
maniera adeguata alle sollecitazioni meccaniche alle quali viene
sottoposto: a questo scopo il tessuto osseo neoformato risulta piu
efficace rispetto al tessuto piu vecchio. Il rimodellamento osseo é
pertanto un costante processo di riassorbimento e di rinnovo tessu-
tale il cui scopo é principalmente la salvaguardia dell’efficienza
meccanica dello scheletro e la prevenzione dei danni da affaticamen-
to

Questo fenomeno interessa quei “mattoni” costitutivi dell’osso
che sono le unita strutturali definite BMUs (Basic Multicellular
Units) descritte nel 1969 da Frost. Le BMUs sono costituite dalle
cellule del tessuto osseo (osteoclasti, osteoblasti ed osteociti) e dalla
sostanza fondamentale circostante, tenute insieme da tessuto
connettivo altamente mineralizzato, ma quasi privo di collagene.
Queste unita funzionali corrispondono anatomicamente agli osteoni.

Il rimodellamento osseo si verifica in focolai distinti attivi da 4 ad
8 mesi. Esso viene separato in cinque fasi:

1) quiescenza: durante questa fase il tessuto € a riposo dal punto

di vista funzionale: ¢ il periodo tra un ciclo e I'altro di rimaneggia-
mento.
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2) attivazione: comincia a verificarsi ad opera di vari fattori il
reclutamento degli osteoclasti. Le cellule della zona di confine hanno
I'importante ruolo di ritirarsi per permettere I’accesso degli osteoclasti
alla matrice ossea. Nell’inizio del ciclo di rimodellamento hanno
probabilmente importanza le microfratture.

3) riassorbimento: gli osteoclasti cominciano a scavare una cavita
ossea (lacuna di Howship): durante tale fase rivolgono I'orletto
striato verso la zona riassorbita. Queste cellule presentano una
pompa protonica che, riducendo il pH extracellulare, rende possibile
I’azione degli enzimi litici lisosomiali che funzionano in ambiente
acido.

4) inversione: nelle parti pit profonde della lacuna gli osteoclasti
multinucleati vengono rimpiazzati da elementi mononucleati e,
successivamente, compaiono pre-osteoblasti che si trasformeranno
nelle cellule mature ad attivita secretiva.

5) formazione: gli osteoblasti secernono nella cavita uno strato di
matrice ossea (tessuto osteoide) che andra incontro progressivamen-
te a mineralizzazione. Dopo qualche tempo dall’inizio della produ-
zione di osteoide si verifica la deposizione di sali minerali che
continua anche dopo la fine della formazione della matrice.

Gli osteoblasti diventano a questo punto piu piatti e larghi,
riducono la basofilia e le dimensioni del loro citoplasma sino alla
trasformazione in cellule quiescenti (osteociti) prive di capacita
secernente ( 44, 105, 109).

Le differenze fra modellamento e rimodellamento sono indicate
nella tabella 1.

Rimodellamento M odellamento
Tempo Ciclico Continuo
SitodiReF Stessa superficie Diverse superfici
Portata 20% superficie 100% superficie
Attivazione? Necessaria Non necessaria
Tasso di apposizione 0,3a1,0mm/d 2a20 mv/d
Bilancio Perdita netta Guadagno netto
Accoppiamento Locale Sistemico
R = riassorbimento; F= formazione
a = Nel senso di trasformazione della superficie da quiescente ad attiva.

Tabella 1. Differenze tra il rimodellamento ed il modellamento.
(Modificata da Parfitt).
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Regolazione del rimodellamento

Il processo di rimodellamento viene influenzato da numerosi
fattori umorali generali e locali (tabella 2).

Sistemici

Paratormone Estrogeni

1,25 diidrossivitamina D Androgeni

Calcitonina Glucocorticoidi

Ormoni tiroidei Ormone della crescita

Locali

Interleuchine 1 e 6 Granulocyte macrophage colony stimulating factor
Tumor necrosis factors Peptide correlato a Paratormone

Insulin like growth factors Epidermal growth factor

Transforming growth factors Interferone gamma

Platelet derived growth factor Fibroblast growth factors

Prostaglandine b2 microglobulina

Proteine morfogeniche dell’osso  Peptide correlato a gene della calcitonina
V.I.P. Macrophage colony stimulating factor

Tabella 2. Fattori agenti sul rimodellamento osseo.

E’ noto da tempo come vari ormoni (paratormone, calcitonina,
GH, ormoni sessuali, ormoni tiroidei e glicocorticoidi) e I'1,25 (OH)2D3
abbiano una notevole influenza sulle cellule dell’osso.

Il piu importante ormone che regola il metabolismo osseo ¢ il
paratormone (PTH) prodotto dalle paratiroidi. Esso ¢ il principale
regolatore della quantita di calcio circolante: ne aumenta la liberazio-
ne dall’osso, ne diminuisce I’escrezione urinaria mentre aumenta la
secrezione tubulare di fosfato ed infine, aumentando la produzione
di 1,25 (OH)2D3, stimola indirettamente il riassorbimento intestina-
le. Sull’osso la sua azione complessiva & quella di attivare il
rimodellamento. Il PTH non ha, tuttavia, soltanto una azione di
stimolo sul riassorbimento scheletrico, ma puo anche avere una
azione anabolica sull’osso (53): nell’osteite fibroso cistica dell'iper-
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paratiroidismo, infatti, accanto all’osteopenia si osservano aree
osteosclerotiche; cio & di notevole importanza al punto che é stato
proposto di utilizzare il PTH a piccole dosi nel trattamento
dell’osteoporosi. Anche il sistema dellavitamina D ha fondamentale
importanza nella regolazione del metabolismo calcio-fosforo. Que-
sta vitamina, che ha una vera e propria funzione ormonale, viene
prodotta nella cute per fotolisi dal 7-deidrocolesterolo ad opera dei
raggi ultravioletti; da cio deriva un precursore che, dopo isome-
rizzazione dei doppi legami, da origine alla vitamina D vera e
propria, che viene immessa in circolo. Essa subisce una idrossilazione
in sede epatica in posizione 25 dando origine alla 25 OH D3, forma
circolante priva di attivita biologica ma con importanti funzioni di
trasporto e di riserva; a livello renale, per I’'azione dell’1l-a idrossilasi
dei tubuli renali, la 25 OH D3 si trasforma nel metabolita attivo 1,25
(OH) 2Ds3. La sua azione si verifica a livello intestinale stimolando
I’assorbimento del calcio da parte della mucosa; in questo modo
media I’'azione del PTH che, a livello intestinale, agisce appunto per
stimolo della sintesi di 1,25 (OH)2D3: questo & un importante punto
di contatto fra i sistemi dei due ormoni. L’ 1,25 (OH)2D3 inoltre
esercita una inibizione sulla secrezione di PTH a livello paratiroideo.
Sull’osso il sistema della vitamina D determina una attivazione degli
osteoblasti a produrre collageno ed osteocalcina (40).

Nella regolazione del metabolismo fosfo-calcico interviene anche
un ormone prodotto dalle cellule parafollicolari della tiroide, la
calcitonina, che esercita un effetto di inibizione sugli osteoclasti e di
stimolazione dell’assorbimento intestinale del calcio agendo sull’la
-idrossilasi renale.

L’ormone della crescita (GH) & fondamentale nell’accrescimento
scheletrico, ma non & ben chiaro se, e come, agisca nel mantenimento
della massa ossea, anche se dati recenti sottolineano I'importanza
dell’lGF-1, mediatore della sua azione periferica. Per quel che riguar-
da gli steroidi surrenalici essi hanno una azione inibitoria sugli
osteoblasti, mentre gliormoni tiroidei collaborano all’accrescimen-
to scheletrico; un livello circolante eccessivamente elevato quale si
osserva nell’ipertiroidismo causa un aumento di perdita ossea (91).

Anche gli ormoni sessuali maschili e femminili hanno una im-
portanza fondamentale nel mantenimento di una adeguata massa
ossea: perdita di osso € infatti presente in tutte le condizioni di
ipogonadismo e nell’osteoporosi postmenopausale. Recentemente
sono stati anche descritti sulla superficie cellulare di osteoclasti ed
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osteoblasti i recettori per gli estrogeni che potrebbero spiegare il
motivo della perdita ossea in postmenopausa da moltissimi anni
attribuita alla carenza estrogenica (43).

Malgrado la possibile azione diretta sulle cellule ossee tramite i
recettori precedentemente citati, oggi si pensa che siano fattori
prodotti localmente (prostaglandine e citochine) ad agire come me-
diatori degli ormoni sistemici ed interverire nello stimolo del
riassorbimento in corso di altre situazioni patologiche (neoplasie).

Fra le prostaglandine, la PGE? & quella che agisce maggiormente
sugli osteoblasti e sugli osteoclasti, per azione mediata da quest’ul-
timi.

Sugli osteoclasti prevale all’inizio un effetto inibitorio, mentre in
un secondo tempo, si assiste ad uno stimolo alla proliferazione dei
precursori e ad un aumento delle cellule in attivita; sugli osteoblasti
la PGE2 a basse concentrazioni stimola le mitosi, I'attivita della
fosfatasi alcalina e della peptidasi e la sintesi delle componenti non
collagene; a dosi piu elevate inibisce la sintesi di collagene (29, 84).

Le principali citochine e fattori di crescita interessati in questa
azione sono:

Interleuchina (IL)-1: L’IL-1 & una famiglia di citochine costituita
da IL-1a IL-1b e dall’antagonista del recettore di IL-1, prodotta
principalmente dai monociti. L’IL-1 & il tipico mediatore delle rispo-
ste di fase acuta ed ha numerosi effetti sui vari tessuti (41).

Questa citochina stimola il riassorbimento osseo attivando gli
osteoclasti direttamente o tramite gli osteoblasti (131), reclutando i
loro precursori mononucleati e favorendone la fusione con formazio-
ne di cellule plurinucleate (65, 147). E’ stata descritta anche una
attivita di stimolo di questa citochina sugli osteoblasti e sulla produ-
zione di componenti della matrice ossea (45, 55).

Interleuchina (IL)-6: E’ una citochina con varie attivita sul sistema
immunitario (interviene nella differenziazione finale dei B linfociti in
cellule che producono anticorpi), sull’emopoiesi (azione sui
progenitori multipotenti in sinergismo con IL-3) nelle reazioni di fase
acuta ed altre varie attivita (71).

Nell’osso IL-6 € prodotta dagli osteoblasti in risposta al PTH, IL-
1ed 1,25 (OH)2D3 (48); essa determina la proliferazione dei precur-
sori degli osteoclasti in cellule mature (74). In sistemi sperimentali
(10) e nel mieloma multiplo I'lL-6 provoca distruzione ossea ed

16 Caleidoscopio



Rosa F., Lanfranco E., Marcatori biochimici del
Balleari E., Massa G., Ghio R. rimodellamento osseo

ipercalcemia (96). Anche nella malattia di Paget cellule mononucleate
ottenute da colture di tessuto osseo producono quantita eccessive di
IL-6 (132).

Tumor necrosis factor (TNF)-a: Conosciuto in precedenza come
“cachessina” perche ritenuto responsabile dello stato di cachessia
che si osserva nei portatori di infezioni croniche e nelle neoplasie,
guesta citochina determina, analogamente ad IL-1, i tipici effetti delle
reazioni da fase acuta. Anch’essa é prodotta da cellule monocito-
macrofagiche e da cellule NK (47). Il TNIF-a sugli osteoclasti ha effetti
simili all’IL-1: stimola la proliferazione di questo stipite cellulare da
precursori a cellule mature ed induce quest’ultime a riassorbire
I’0sso (110): tale effetto potrebbe essere tuttavia indiretto e mediato
dagli osteoblasti (149). Il TNF-a causa una ipercalcemia, analoga-
mente ad IL-1 ed IL-6 (110).

Transforming growth factor (TGF)-g: E’ un fattore di crescita che
ha importanti funzioni nel rimodellamento osseo.

Il TGF-b, infatti, viene liberato durante il riassorbimento ad opera
degli osteoclasti e si lega ad una specifica proteina che lo protegge
dalla distruzione che avviene ai bassi valori di pH che si osservano
nelle zone di riassorbimento scheletrico; questo fattore viene rilascia-
to ad una certa distanza dall’orletto striato e richiama gli osteoblasti
in vicinanza, avendo, allo stesso tempo una attivita inibitoria nei
confronti degli osteoclasti. L’azione del TGF-b, in questo modello, &
in grado di spiegare la conservazione dell’equilibrio fra osteodistru-
zione e neoformazione (111).

Nella figura 3 sono riassunte le azioni delle varie citochine su
osteoclasti ed osteoblasti.

Insulin growth factor (IGF)-I: & il mediatore periferico dell’azio-
ne del GH. Avrebbe funzione di stimolo sulla replicazione dei
preosteoblasti, incrementando cosi il numero di osteoblasti in grado
di sintetizzare la matrice ossea (17).

B2 Microglobulina: & una proteina di membrana del complesso
maggiore di istocompatibilitd; essa non costituirebbe un fattore di
crescita in senso classico, ma modulerebbe il legame al recettore di
altri fattori di crescita od ormoni (17).
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Figura 3. Fattori agenti sulle cellule ossee. PTH= Paratormone;
PGE,= Prostaglandina E,; hGH= human Growth Hormone; T,= Triiodo-
tironina; T,= Tiroxina; TGF-B= Tumor Growth Factor =; 1,25 (OH),D =
1,25 diidrossivitamina D, LT: Linfotossina; TGFa= Tumor Growth
Factor a; 1L-1= Interleuchina 1; PTHrp= Peptide correlato al Parator-
mone; | FN-y= Interferon y.
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Valutazione del rimodellamento
0SSe0

Un’alterazione dell’equilibrio dei processi di riassorbimento os-
seo e di neoformazione si verifica in molte malattie ossee: allo scopo
di valutare il rimodellamento scheletrico sono state approntate varie
metodiche.

La modalita piu attendibile di studio é rappresentata dalla biopsia
ossea. Essa consiste nel prelievo con un apposito ago di un frammen-
to osseo (di circa 4-6 cm x 20-30 mm) dalla cresta iliaca anteriore
superiore. Quest’ultimo esaminato al microscopio rende possibile
una stima dell’attivita delle BMUSs. L’uso di analizzatori di immagine
collegati al microscopio permette una valutazione quantitativa degli
elementi presenti. Lo studio del fronte di riassorbimento, tuttavia,
presenta difficolta nella stima delle cavita formatesi con il
riassorbimento per la quale sono state proposte varie metodiche (28).
Il fronte di osteoproduzione viene invece reso fluorescente tramite
assunzione di tetracicline marcate ed & quindi esaminabile con
I’apposito microscopio (46).

La biopsia ossea € inoltre utilizzabile a scopo diagnostico in varie
altre malattie scheletriche, specialmente nelle neoplasie per valutare
I’eventuale interessamento 0sseo.

Per la sua invasivita, per la difficile valutazione del fronte di
riassorbimento che richiede che I’esame sia eseguito da istomor-
fometristi esperti, la biopsia ossea non viene usata routinariamente
nella valutazione del rimodellamento.

A questo scopo vengono utilizzate, invece, alcune indagini di
laboratorio.

Esse devono valutare separatamente le due fasi del processo
(osteoproduzione e riassorbimento) ed essere sensibili e specifiche.
Il loro significato non consiste esclusivamente nello studio dell’atti-
vita della malattia, ma talora la loro concentrazione sierica od urinaria
¢ utilizzata anche come fattore prognostico (ad es. in alcune neoplasie).

Gli indici utilizzati sono rappresentati o da enzimi di cellule
coinvolte nel processo di rimodellamento o da componenti della
matrice ossea neoformati o riassorbiti. Piu precisamente vengono
oggi valutati a livello sierico ed urinario attivita enzimatiche degli
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osteoclasti (fosfatasi acida tartrato resistente) e degli osteoblasti
(fosfatasi alcalina) e dosati componenti della matrice ossea prodotti
dagli osteoblasti (frammento C-terminale del procollagene I,
osteocalcina) ed ottenuti dalla degradazione ad opera degli osteoclasti
(idrossiprolinuria, piridinoline, galattosil-idrossilisina).

E’ opportuno osservare infine come il dosaggio di fattori di
regolazione del riassorbimento osseo (PTH, 1,25 (OH)2D3, alcune
citochine) possano avere un significato nella valutazione indiretta di
guesto fenomeno. Tutti gli indici utilizzabili nella pratica clinica e che
saranno esaminati in dettaglio sono indicati nella tabella 3.

Indici di osteodistruzione

Idrossiprolinuria Fosfatasi acidatartrato resistente

Calciuria Peptide C-terminale del collageno | alegami crociati
(ICTP)

Piridinoline urinarie Galattosil-idrossilisina

Indici di osteoproduzione

Fosfatasi alcalina Peptide C-terminale del procollageno | (PICP)
Osteocalcina

Fattori agenti sul rimodellamento osseo

Paratormone (PTH) Calcitonina
250H D3 1,25(0OH)2D3
Interleuchina-1 (1L-1) Interleuchina-6 (IL-6)

Tabella 3. Indici di rimodellamento osseo
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Indici di neoformazione ossea

Fosfatasi alcalina

La fosfatasi alcalina & un enzima in grado di scindere i legami
fosforici in ambiente alcalino. Non € ben nota la sua precisa funzione
nel corso dei processi metabolici dell’osso: & presente negli osteoblasti
e determinerebbe la lisi del pirofosfato, inibitore fisiologico dell’os-
sificazione.

L attivita della fosfatasi alcalina, in realta, dipende da un gruppo
di isoenzimi (chimicamente costituiti da glicoproteine contenenti
acido sialico) presenti in vari tessuti che differiscono fra loro per
alcune modifiche post-trascrizionali in grado di conferire diverse
caratteristiche chimico-fisiche. Sono attualmente noti sette isoenzimi
di origine biliare, epatica, ossea, renale, placentare, intestinale, carcino-
placentare, ai quali si aggiungono forme anomale costituite dalle
macrofosfatasi (15). Sono attuamente conosciuti quattro diversi geni
che codificano per gli isoenzimi della fosfatasi alcalina: intestinale,
placentare, similplacentare ed epatico/renale/scheletrico (141, 160).

L’attivita totale della fosfatasi alcalina é valutata in base alla
capacita di idrolizzare il p-nitrofenilfosfato: essa é proporzionale alla
guantita di p-nitrofenolo prodotto misurato con spettrofotometro
alla lunghezza d’onda di 405 nm (15). Gli isoenzimi osseo ed epatico
contribuiscono a tale attivita in misura quasi analoga nell’adulto
normale (38), mentre nel 25% dei soggetti, specialmente se di gruppo
sanguigno B o 0 e secretori dell’antigene Lewis, & presente I'isoenzima
intestinale (15).

Nella comune pratica clinica I'aumento della fosfatasi alcalina e
causato da malattie epatobiliari o da patologie ossee: & pertanto
necessario distinguerle. In caso di stasi biliare si osserva spesso un
aumento degli altri indici di colestasi, cosa che non si verifica in
presenza di malattie ossee. In altri casi é tuttavia importante avere a
disposizione metodiche in grado di discriminare I’origine dei due
isoenzimi.

Mediante elettroforesi (su acetato di cellulosa o gel di policrilam-
mide) si osserva che I'isoenzima epatico normale migra nella zona
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a2, mentre quello osseo determina una banda larga diffusa nella
zona a2 -pre b, causando difficolta di scansione densitometrica per
la sovrapposizione dei picchi (15). Ogni isoenzima della fosfatasi
alcalina ha una diversa stabilita al calore: fra essi il pit termolabile &
guello di origine ossea. Poiché gli isoenzimi denaturano indipenden-
temente I’'uno dall’altro, Iattivita residua dipendera dalla quantita di
isoenzima presente nel mezzo e che ha resistito alla denaturazione.
In base ad essa la quantita € espressione percentuale dell’attivita
totale (15). Il dosaggio con I'uso dell’inattivazione al calore, tuttavia,
& estremamente sensibile e necessita di una notevole attenzione
nell’esecuzione per ottenere risultati attendibili.

Recentemente, infine, sono stati sviluppati metodi immunochimici
con anticorpi monoclonali che riconoscono epitopi che si trovano
sull’enzima di origine ossea con una cross-reattivita inferiore al 3%
(64). Essi sono attualmente le metodiche piu valide di determinazio-
ne.

Osteocalcina

L’OC ¢ una proteina estremamente specifica per I’0sso in quanto
prodotta praticamente solo dagli osteoblasti. Una quota di osteo-
calcina, dopo la secrezione, viene liberata in circolo dove & possibile
dosarla. Il dosaggio viene tuttavia complicato dalla presenza in
circolo di frammenti originati dalla molecola intera. La catena
aminoacidica di questa proteina, infatti, subisce delle rotture nelle
posizioni 5, 13, 19, 20 25, 37, 43-44, dando origine a frammenti
polipeptidici di minori dimensioni che si accumulano in circolo
soprattutto in condizioni di grave insufficienza renale (clearance
della creatinina < 20 ml/min ) (58, 154). (Figura 4)

Fra essi notevole importanza ha il frammento 1-43 per la sua
interazione con il dosaggio sierico dell’OC. La sua origine non & ben
nota: mentre in precedenza si pensava che i tutti i frammenti venis-
sero prodotti in seguito ad una distruzione della molecola di OC da
parte degli osteoclasti nel corso del processo di riassorbimento
scheletrico, oggi si pensa che essi abbiano una piu varia origine.
Alcuni originerebbero in seguito alla distruzione periferica in varie
sedi compreso plasma e rene; il grande frammento 1-43 potrebbe
essere addirittura secreto dallo stesso osteoblasta (50).
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Figura 4. Struttura primaria dell'osteocalcina e punti di rottura
della molecola che danno origine a frammenti circolanti.

I dosaggio sierico dell’OC viene effettuato con varie metodiche
immunometriche.

Mediante immunizzazione di conigli con OC bovina che differi-
sce dalla forma umana per soli cinque aminoacidi e, pertanto, cross-
reagisce con questa (122), sono stati ottenuti anticorpi policlonali
diretti contro di essa. Con tali anticorpi é stata approntata una
metodica RIA che é la prima e la piu utilizzata. Utilizzando questi kit
Si osserva una cross reazione con i frammenti di OC soprattutto in
condizioni di grave insufficienza renale. Per questi motivi € stata
successivamente approntata un’altra metodica (IRMA) che utilizza
guesta volta un anticorpo monoclonale diretto contro la molecola di
OC umana (153).
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Anche con questa metodica, tuttavia, pur essendo stata eliminata
I’interazione con i frammenti piu piccoli, si osserva ancora la cross
reazione (proprio perché I’'epitopo ¢ in questa regione) con il grande
frammento 1-43.

E’ stata ora proposta una metodica IRMA in grado di dosare
esclusivamente la molecola intera. Essa utilizza due anticorpi
monoclonali di cui uno diretto contro la regione 43-49 (assente
ovviamente nel frammento 1-43) e I’altro con funzioni di tracciante
diretto verso la regione 5-13 (151).

Essa, tuttavia, necessita di una notevole precisione nell’esecuzio-
ne tecnica percheé esiste una notevole variabilita preanalitica; inoltre,
per ora, non sono ancora a disposizione vaste casistiche che I'abbiano
utilizzata. Allo stato attuale, pertanto, non esistono fondati motivi
per preferire una metodica piuttosto di un’altra, eccezion fatta per i
soggetti dializzati in cui € maggiore I'interazione con i frammenti.

| dati presenti in letteratura evidenziano come siano numerose le
variazioni fisiologiche nei livelli sierici di OC.

L’OC & piu bassa nei negri americani (il che peraltro e singolare in
guanto essi hanno una densita ossea superiore ai bianchi) (8) e nei
coreani (118). Essa presenta inoltre importanti correlazioni conil
sesso e con I'eta: I’'OC aumenta durante la puberta e sino alla terza
decade (126, 127). Nella donna si osserva un'ulteriore elevazione del
livello sierico durante la 53-62 decade di vita: non & concorde se
guesto accada dopo i 45 anni (33, 150) o dopo i 50 (68). | valori assoluti
di OC, comunque sono superiori nei soggetti di sesso maschile (73).

I livelli sierici di questa molecola osservano un ritmo circadiano
con un picco fra la mezzanotte e le 4 del mattino ed un nadir fra le 10
e le 12 (57, 113). Alcuni autori, non confermati pero da altri studi,
hanno riscontrato significative modificazioni dei livelli sierici di OC
durante le varie fasi del ciclo mestruale con valori piu elevati in
corrispondenza della fase luteale (98).

Anche i farmaci possono influenzare i valori di OC circolante: gli
anticonvulsivanti ne riducono la sintesi (148) ed in corso di terapia
steroidea si osserva una diminuzione dei livelli sierici correlata alla
dose quotidiana assunta (38, 98, 124). Anche I’eccessiva assunzione
di alcool per I'azione depressiva sugli osteoblasti pud ridurne i valori
(76).
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Frammento C-terminale del procollagene |

Il dosaggio sierico di questo frammento, che origina dalle
modificazioni post-trascrizionali del precursore del collagene I, ca-
ratteristico per I’0sso, € un marcatore molto specifico dell’attivita
osteoblastica. Questo peptide, dopo essersi staccato dal procollagene
I, viene stabilizzato mediante legami bisolforici intracatenari in una
molecola (dosabile con metodica radioimmunologica) che viene
secreta in quantita equimolecolare al collagene ed & per questo
motivo un preciso marcatore di produzione ossea (152).

Attualmente ¢ stata purificata la struttura antigenica ed appron-
tata una metodica che ne permette I’'uso su larga scala, a differenza
di quella precedente che utilizzava un antigene di minor purezza e
guindi era meno attendibile (93).

Il PICP & molto interessante perché correla con la formazione
ossea in molte malattie metaboliche (104).
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Indici di riassorbimento osseo

Idrossiprolinuria

L’idrossiprolina & un aminoacido prodotto dalla degradazione
delle molecole di collagene. Nell’organismo subisce una filtrazione
a livello del glomerulo renale ed un riassorbimento per il 90% a
livello dei tubuli; il fegato provvede a metabolizzarla ad urea ed
anidride carbonica. Il 10% rimanente subisce una eliminazione renale.
Comunemente viene dosata I'idrossiprolinuria totale che rappresen-
ta quindi solo una piccola parte della quantita totale (38).

Il dosaggio viene eseguito dopo idrolisi acida di un campione di
urine che é ossidato con cloramina-T e successivamente misurato con
colorimetro (72).

Questa indagine, estremamente utilizzata, é tuttavia piuttosto
aspecifica per le molte possibili interferenze.

Innanzitutto questo aminoacido é contenuto in tutti i tipi di
collagene e non solo in quello di origine ossea: esso é tuttavia
considerato generalmente di origine scheletrica perché il turnover
scheletrico é superiore a quello dei tessuti molli. Anche la dieta, se
contenente in buona misura alimenti ricchi in collagene, puo deter-
minare falsi aumenti dell’idrossiprolina urinaria. Sono infine da
considerare anche nella valutazione dei valori normali di questo
parametro le dimensioni corporee e il valore del filtrato glomerulare
(38). Proprio per evitare interferenze con gli alimenti ed i valori di
filtrato renale sono stati proposti numerosi accorgimenti.

L’idrossiprolina puo essere dosata sulle urine delle 24 ore dopo
una apposita dieta contenente scarse quantita di collagene per evita-
re cosi le interferenze alimentari.

Questa metodica, tuttavia, si € rivelata di scarsa attendibilta e,
pertanto, attualmente in molti casi e preferibile effettuare il dosaggio
sulle urine delle prime due ore del mattino dopo un digiuno di 12 ore
in modo da impedire le interferenze con I'alimentazione; i risultati
sono poi corretti per la creatinina urinaria al fine di evitare errori
dipendenti dai diversi valori del filtrato glomerulare. Il paragone fra
i due tipi di metodica indica una maggiore utilita del test delle due
ore nella valutazione del rimodellamento scheletrico in postmeno-
pausa (115).
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Calciuria

In seguito al riassorbimento osseo il calcio, principale costituente
della componente minerale dello scheletro, viene liberato nel pla-
sma: parte di esso ¢ riutilizzato nella formazione di nuovo tessuto
0sseo, parte, invece, rimane libero ed é dosabile nelle urine quale
indice di perdita ossea. Analogamente all’idrossiprolina, anche il
calcio e dosato in rapporto alla creatininuria (per evitare le possibili
influenze della funzionalita renale) sulle urine delle prime due ore
del mattino. In questo modo é possibile ridurre, almeno entro certi
limiti, I'interferenza dell’alimentazione sulla quantita di calcio pre-
sente nelle urine (46, 99).

Fosfatasi acida tartrato resistente

La capacita di scindere gli esteri fosforici in ambiente acido &
posseduta da un gruppo di enzimi (fosfatasi acide) presenti in vari
tessuti (prostata, pancreas, elementi circolanti del plasma, osteoclasti).

Nella valutazione di questa attivita enzimatica bisogna distin-
guere I’enzima degli osteoclasti, indice di riassorbimento osseo, da
guello degli altri organi. Allo scopo si utilizza la mancata inibizione
dell’isoenzima di origine osteoclastica ad opera del tartrato di sodio;
guesta caratteristica &€ condivisa con la fosfatasi acida prodotta da
altre cellule presenti in malattie rare (linfociti dell’hairy cell leukemia
e monociti della malattia di Gaucher) e, pertanto, di scarsa importan-
za nella pratica quotidiana.

Il substrato comunemente utilizzato per la valutazione della
attivita della fosfatasi acida e I’alfa-naftil-fosfato; al substrato in
esame si aggiunge tartrato di sodio che inibisce I'attivita degli enzimi
non di origine osteoclastica. Il risultato € letto contro standard con
uno spettrofotometro a 405 nm (81).

Pur essendo questa una metodica piuttosto semplice esistono
tuttavia problemi legati alla perdita di attivita dell’enzima del 30%
circa se il campione € conservato a temperatura ambiente per tre ore
(125). E’ possibile effettuare anche una separazione elettroforetica di
guesti isoenzimi ottenendo una serie di bande indicate con numeri
da 0 a 5; la banda 5 & divisa in due bande piu strette 5a e 5b, a
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guest’ultima corrisponde I'attivita enzimatica di origine osteoclastica
(22).

I valori di fosfatasi acida tartrato resistente sono elevati nell’infan-
zia in seguito all’accrescimento scheletrico, diminuiscono nelle eta
successive per risalire nella donna in postmenopausa in seguito
all’aumentato rimodellamento osseo (140).

Piridinoline

In seguito al riassorbimento osseo vengono liberate strutture
piridinoliniche cicliche che, come si & detto, legano fra loro le mole-
cole di collageno.

Attualmente & possibile dosare nelle urine il piridinolinio ed il
desossipiridinolinio; quest’ultimo € presente solo nel tessuto osseo
ed &, quindi, altamente specifico. Il vantaggio del dosaggio di queste
molecole consiste nel fatto che esse non risentono delle influenze
dietetiche.

Il dosaggio urinario viene eseguito con cromatografia liquida ad
alta pressione (HPLC) (60), oppure mediante metodica immuno-
enzimatica (130), su urine delle 24 ore, od in altre casistiche, su urine
delle prime due ore del mattino (7). Mentre le prime metodiche
HPLC prevedevano I'estrazione su cellulosa, é disponibile attual-
mente una analoga metodica dotata di colonne di cellulosa
preimpaccate in cui non vi € la necessita dell’essicazione. Tale kit
sembra essere accurato, rapido e di facile esecuzione (14).

L’escrezione di queste molecole € superiore nell’infanzia (7); in
postmenopausa si verifica un aumento di escrezione (156).

Frammento C-terminale del collagene | a legami
crociati

Recentemente € stato introdotto un kit radioimmunologico per il
dosaggio sierico di questo peptide a legami crociati che viene prodot-
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to, analogamente alle piridinoline urinarie, in seguito alla distruzio-
ne del collagene ad opera degli osteoclasti durante il riassorbimento
(42, 128).

Galattosil-idrossilisina

Anche I'idrossilisina, aminoacido specifico per il tessuto osseo,
viene eliminato per via urinaria coniugato al galattosio. Esso ¢
dosabile con metodica HPLC e pud rappresentare un indicatore di
riassorbimento scheletrico (94, 161)
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Fattori di regolazione del rimodel-
lamento osseo

Paratormone (PTH)

Il dosaggio del paratormone presenta alcuni problemi legati alla
biologia della molecola. In circolo, infatti, non é presente soltanto la
molecola intera (peptide costituito da 84 aminoacidi 1-84), ma anche
frammenti originati da essa: sono noti due grandi frammenti 1-34 (N-
terminale) e 35-84 (C-terminale); oltre a questi & possibile osservare
una ulteriore degradazione in frammenti di minori dimensioni. Tale
processo accade sia a livello delle paratiroidi che perifericamente.

La presenza dei frammenti e della loro importanza quantitativa a
seconda della patologia interessata, spiega il motivo per cui sono
state utilizzate varie metodiche per il dosaggio del PTH e nessuna sia
di scelta in assoluto, ma ciascuna di esse possieda indicazioni diverse
a seconda della patologia indagata.

Sono attualmente a disposizione metodiche RIA con anticorpi che
riconoscono la regione medio-molecolare, C-terminale ed N-termi-
nale. Recentemente sono stati elaborati dei kit IRMA con doppio
anticorpo che riconoscono due diverse regioni (I’'uno la porzione
mediomolecolare o C-terminale e I’altro quella N-terminale) della
molcola in esame (21, 41).

Calcitonina

La calcitonina (CT) viene prodotta a partire da un precursore, la
pre-pro-calcitonina (14.000 di p.m.). All’estremita N-terminale &
legato un peptide segnale ed un peptide detto Calcitonin related
peptide (CRP); a quella C-terminale & presente un peptide (catacalcina)
ad attivita ignota. In seguito a clivaggio enzimatico, per distacco si
ottiene la pro-CT (p.m. 7000 dalton) in cui oltre alla calcitonina
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presente la catacalcina ed infine la molecola matura (p.m. 3500
dalton) La presenza di questi precursori & importante perché danno
origine a molecole immunoreattive che interferiscono con il dosaggio.

Quest’ultimo, pertanto, presenta numerosissimi problemi, che
dipendono innanzitutto dalla instabilita del tracciante marcato, dalla
scarsa sensibilitd del’antisiero, ma soprattutto dalla presenza in
circolo di varie forme (i precursori, gia citati, ed aggregati molecolari).
Allo scopo di ottenere risultati attendibili sono state utilizzate varie
metodiche. E’ possibile impiegare kit RIA con anticorpo diretto
contro varie parti della molecola (uno verso gli aminoacidi 1-17 che
riconosce sia il monomero che precursori complessi ad elevato p.m.
ed un altro diretto contro gli aminoacidi 26-32 che dosa la forma
matura dell’ormone, sia monomerica che polimerica); nel 40% dei
soggetti, tuttavia, utilizzando questa metodica, I'ormone & indosabile.
Anche il pretrattamento con estrazione della calcitonina endogena,
o 'uso di metodiche IRMA non hanno migliorato molto la sensibilita
del dosaggio. Attualmente la misurazione della calcitonina circolan-
te viene utilizzata soprattutto nella diagnosi di carcinoma midollare
della tiroide, neoplasia che presenta una notevole secrezione di
guesto ormone (21).

Metaboliti della vitamina D

Il dosaggio della vitamina D presenta scarso interesse pratico in
guanto, essendo rapidamente trasformata, non fornisce utili indica-
zioni circa la sua reale disponibilita per le funzioni dell’organismo.
Pit importante invece il dosaggio del 25 OH D3 e dell’ 1,25 (OH)2D3
che rappresentano i suoi metaboliti.

I1 25 OH D3, prodotto dell’idrossilazione epatica, é la forma di
deposito circolante della vitamina D. L'1,25 (OH)2D3 ¢ il metabolita
attivo: € presente nel siero in quantita molto piccole. Questi due
metaboliti sono in equilibrio dinamico fra loro: quando necessita
I’azione di questa sostanza si ha il passaggio dalla forma deposito a
guella attiva.

Il loro dosaggio viene effettuato con metodica radioimmunologica.

I livelli di 25 OH D3 subiscono variazioni in base all’eta con valori
superiori nei giovani, rispetto agli anziani ed in rapporto alla stagio-
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ne ed alla latitudine poiché il maggiore o minore irraggiamento

solare determinano una variazione nella produzione di vitamina D.
La concentrazione sierica di 1,25 (OH)2D3 presenta una notevole

variabilita, anche nell’ambito della stessa giornata (21, 87).

Citochine

Il dosaggio delle citochine puo essere effettuato su siero, ma ¢ piu
opportuno che venga eseguito su sovranatanti di colture cellulari.

Dal sangue periferico si ottengono cellule mononucleate circolan-
ti mediante centrifugazione di sangue eparinato su gradiente di
densita (Ficoll-Hypaque): da esse possono essere quindi isolati i
monociti utilizzando la loro capacita di aderire ai supporti di plasti-
ca, mentre il restante e rappresentato per la quasi totalita da linfociti.
Tali cellule possono essere quindi separatamente coltivate su piastre
di Petri con apposito terreno, con o senza vari fattori di stimolo. Dai
sovranatanti delle colture vengono effettuati, quindi, i dosaggi delle
varie citochine con varie metodiche immunometriche, al fine di
determinare la produzione di citochine da parte di cellule coinvolte
nella loro sintesi (5).
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Indagini di laboratorio delle prin-
cipali malattie scheletriche

Verranno ora esaminate alcune importanti patologie scheletri-
che, nelle quali & stato utilizzato il dosaggio degli indici di
rimodellamento osseo e dei fattori di regolazione esaminando i
risultati della letteratura e, dove sono state effettuate, le nostre
precedenti esperienze; per ciascuna malattia € presente una breve
premessa patogenetica e I'utilizzo dei principali esami di laborato-
rio.

Osteoporosi

Generalita

L’osteoporosi € una malattia caratterizzata da una diminuzione
della massa ossea con deterioramento della microarchitettura del-
I’0sso e conseguente aumento del rischio di fratture (109). Essa deve
essere distinta dall’osteopenia, condizione fisiologica nell’invecchia-
mento, in cui e soltanto ridotto il volume osseo e che si verifica in
maniera armonica e senza aumento di eventi fratturativi.

L’osteoporosi €, come € noto, una patologia estremamente frequen-
te: quasi un terzo delle donne di razza caucasica ultrasessantacin-
quenni presenta una o piu fratture vertebrali. Anche in Italia I’inci-
denza é alta: I'1,16%o delle donne fra i 50 e 54 anni va incontro a
fratture femorali, mentre oltre gli 85 anni la percentuale sale al 16%o
con un costo annuo solo per la degenza di oltre 200 miliardi (90).
Nella patogenesi dell’osteoporosi ha fondamentale importanza la
perdita di tessuto scheletrico che si verifica dopo il raggiungimento
del picco di massa ossea: una osteopenia molto marcata causa
pertanto I’aumentato rischio di fratture.

Sono state individuate due modalita di perdita ossea: una cosidetta
“rapida”, tipica della immediata postmenopausa e che interessa
guindi solo le donne, ed una cosidetta “lenta” che si verifica con
I'avanzare dell’eta e che colpisce entrambi i sessi. Questi due tipi di
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diminuzione di massa ossea non devono essere intesi come fenomeni
contrapposti, ma semplicemente due aspetti di uno stesso processo
che si manifesta con modalita diverse a seconda dell’eta.

Nell’osteoporosi postmenopausale & prevalente la perdita ossea
rapida; essa corrisponde alla cosiddetta osteoporosi di tipo | i cui
meccanismi patogenetici sono stati ipotizzati da Melton e Riggs (92).

Secondo tali autori, con la menopausa, in seguito alla caduta del
tasso estrogenico, si vericherebbe una aumentata sensibilita del
tessuto osseo all’azione del PTH, con conseguente innalzamento
della calcemia e feed-back negativo sulla secrezione di PTH; inoltre
la sintesi di 1,25 (OH)2D3 si ridurrebbe con conseguente ipofunzione
osteoblastica.

Attualmente, nella patogenesi dell’osteoporosi postmenopausale,
si & anche sottolineata I'importanza di alcune citochine che potrebbe-
ro agire come mediatori locali della carenza estrogenica attivando il
rimodellamento osseo.

Pacifici et al. hanno infatti dimostrato un aumento dell’attivita di
IL-1 da cellule mononucleate del sangue periferico in un gruppo di
donne osteoporotiche con elevazione degli indici di formazione
ossea (102); lo stesso gruppo ha osservato che la terapia estrogenica
in postmenopausa riduce i livelli di IL-1 (103). In particolare aumenta
I'IL-1 b(134) che & la forma di IL-1 immessa in circolo dalle cellule.

Anche I'lL-6, a sua volta, é stata trovata innalzata in donne in
climaterio sia in colture di osteoblasti che da monaciti circolanti (5).
Poiché il 17b estradiolo & in grado di inibire la produzione di IL-6 (54)
guesto potrebbe spiegare, a sua volta, il ruolo della carenza estrogenica
nell’osteoporosi postmenopausale.

Gli effetti di questi fenomeni si osservano principalmente a carico
dell’osso trabecolare (di cui sono particolarmente ricche le vertebre)
che presenta il maggior rischio di frattura: istologicamente si verifica
infatti la completa distruzione delle trabecole con aumento delle
dimensioni delle cavita fra esse (106). Questo processo determina
una veloce perdita ossea, in quanto gli osteoblasti non sono in grado
di compensare questo rapido riassorbimento. Oltre allo squilibrio
riassorbimento/neoformazione si puod assistere ad un incremento
del numero delle BMUs in attivita con conseguente aumento del
numero delle cavita (alto turnover osseo) (27).

Nell’osteoporosi senile od osteoporosi di tipo 11 il primo mo-
mento patogenetico sarebbe rappresentato da una diminuzione di
attivita dell’enzima 1,25 a idrossilasi con conseguenti ridotti livelli di
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1,25 (OH)2D3 e diminuito assorbimento intestinale di calcio. In
seguito a cid, a scopo compensatorio, aumenterebbe il PTH con
iperfunzione osteoclastica e conseguente perdita ossea. Dal punto di
vista istologico é caratteristico di questa forma I’assottigliamento
delle trabecole (106).(Figura 5)

Bisogna infine ricordare che esiste un gruppo di osteoporosi
secondarie a farmaci ed a varie malattie che riconoscono vari mecca-
nismi patogenetici, tutti perd riconducibili ad una iperfunzione
osteoclastica 0 ad una ipofunzione osteoblastica. (tabella 4)

Osteoporosi di tipo | Osteoporosi di tipo |1
Postmenopausale Senile
Diminuzione degli estrogeni Diminuita attivita dell'enzima
\ la idrossilasi

Aumento della sensibilita osseaa PTH \
‘ Diminuzione 1,25 (OH),D,
Aumento calcemia
\ Riduzione dell'assorbimento intestinale

Diminuzione PTH circolante di calcio
\ |
Diminuzione produzione 1,25 (OH),D, Aumento PTH circolante
| |
| pofunzione osteobl astica | perfunzione osteocl astica

Figura 5. Patogenesi dell'osteoporosi.

Valutazione laboratoristica

Nella corretta valutazione delle donne osteoporotiche € necessa-
rio innanzitutto eseguire la misurazione della densita di massa ossea
utilizzando varie metodiche mineralometriche di cui la piu attendi-
bile sembra essere oggi la mineralometria a raggi X (70). E’ importan-
te inoltre eseguire lo studio dei parametri di turnover osseo che
devono indicarci I'attivita della malattia ed, entro certi limiti, sono in
grado di prevedere la futura perdita ossea.

Fra gli indici di osteoproduzione la fosfatasi alcalina e utilizzata
da molto tempo. In questa patologia, tuttavia, la fosfatasi alcalina
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Malattie endocrine

I pogonadismo

Eccesso di glucocorticoidi
| perparatiroidismo
Malattie gastrointestinali
Gastrectomia subtotale
Ittero ostruttivo cronico
Grave manutrizione
Disordini midollari
Mieloma Multiplo
Carcinoma disseminato
Malattie del connettivo
Osteogenesi imperfetta

S. di Ehlers-Danlos

Causevarie

Immobilizzazione
Alcoolismo cronico

Farmaci (Eparina, antiepilettici)

Agenesiaovarica
I pertiroidismo
Diabete Mdllito

Sindromi da mal assorbimento
Cirrosi biliare primitiva
Alattasia

Mastocitosi sistemica

Omocistinuria
S. di Marfan

Broncopneumopatia cronica ostruttiva
Artrite reumatoide (?)

Tabella 4. Cause di osteoporosi secondaria.

non & un marcatore molto sensibile: generalmente i valori di questa
attivita enzimatica sono nei limiti della norma (49), e sono risultati al
di sopra solo in pochi soggetti (33, 34, 66). Anche nella nostra
esperienza non abbiamo osservato differenze statisticamente signi-
ficative nei valori di fosfatasi alcalina fra un gruppo di donne
osteoporotiche rispetto ad un altro comprendente donne in
postmenopusa senza osteoporosi (136). Il dosaggio dell’isoenzima
0sseo in questo tipo di patologia é piu sensibile e risulta aumentato
in un maggior numero di soggetti (140).
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Nella valutazione dell’attivita osteoblastica delle donne
osteoporotiche viene comunemente utilizzato oggi il dosaggio
dell’osteocalcina. Negli studi effettuati sono stati in genere osservati
valori elevati (13, 34, 69, 133, 158); altri autori, tuttavia, hanno
segnalato concentrazioni sieriche di osteocalcina nei limiti della
norma (56) o addirittura inferiori (18, 67, 155).

Il probabile motivo di queste differenze consiste nella presenza,
nelle varie casistiche, di soggetti con diversi livelli di turnover osseo:
I’osteocalcina é risultata inferiore negli studi effettuati con molti
soggetti caratterizzati da un basso turnover osseo. La maggioranza
degli studi citati in precedenza ha utilizzato kit con anticorpi
policlonali contro osteocalcina bovina; noi abbiamo utilizzato, oltre
ad esso, il kit monoclonale anti osteocalcina umana.

Utilizzando il kit policlonale abbiamo osservato significative
differenze (p< 0,01) fra tre gruppi di donne (osteoporotiche vs donne
in menopausa senza osteoporosi vs donne in premenopausa ). Con
il kit monoclonale, invece, utilizzando sempre questa suddivisione
in tre gruppi soltanto i soggetti osteoporotici hanno dimostrato
significative differenze nei confronti degli altri due (135). (Figura 6)

Alcuni autori sostengono che, nell’osteoporosi, debbano essere
utilizzate metodiche con anticorpi policlonali (22).

Un altro marcatore utilizzato recentemente nella valutazione
della formazione ossea e il PICP. I suoi livelli sierici sono inferiori nei
soggetti osteoporaotici (152) e correlano con il tasso di neoformazione
ossea; la terapia con estrogeni ed androgeni ne riduce i livelli sierici
(63). Le casistiche che lo hanno utilizzato sono tuttavia numerica-
mente inferiori a quelle dell’osteocalcina e non forniscono risultati
conclusivi.

Fra i marcatori di riassorbimento vengono comunemente impie-
gati il rapporto idrossiprolinuriaZcreatininuria e calciuria/
creatininuria misurati sulle urine delle prime due ore del mattino
secondo la metodica proposta da Nordin (99); nell’osteoporosi
I’idrossiprolinuria € generalmente piu elevata (115, 155). Nella no-
stra esperienza la calciuria é risultata piu alta in misura statistica-
mente significativa in un gruppo di donne osteoporotiche rispetto ai
controlli postmenopausali senza osteoporosi (p< 0,05 ). Nella stessa
casistica non abbiamo osservato, invece, differenze per i valori di
idrossiprolinuria (136).

Recentemente é stato proposto I’'uso di altri e pit recenti indici di
riassorbimento sui quali, perd I'esperienza & ancora limitata. Fra essi
la fosfatasi acida tartrato resistente ha evidenziato livelli sierici che
correlavano inversamente con la densita ossea (139).
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Sono stati utilizzati anche i dosaggi delle piridinoline urinarie,
che, nell’osteoporosi, correlano con il riassorbimento scheletrico
valutato con biopsia ossea e con indici di formazione quali I’osteo-
calcina (156, 157). In seguito a terapia estrogenica si osserva una
diminuzione dei valori di piridinoline che risalgono all’interruzione
del trattamento ormonale (156). Paragonati all’idrossiprolinuria,
piridinolina ed idrossipiridinolina hanno dimostrato un piu elevato
potere di discriminazione. La stessa osservazione e stata effettuata
per la galattosil-idrossilisina (9).

L’ICTP é stato dosato in donne con osteoporosi postmenopusale;
i valori di questo marcatore risultavano elevati in maniera statistica-
mente significativa (p< 0,012) rispetto ad un gruppo di controllo (80).

Tutti questi marcatori sono utili nella valutazione dell’attivita
metabolica dell’osso: a partire da alcuni di essi, pertanto, sono stati
elaborati dei modelli matematici in grado di individuare soggetti a
turnover osseo elevato.

Christiansen et al. hanno utilizzato equazioni di regressione in cui
comparivano alcuni semplici parametri clinici (altezza e peso) e
laboratoristici (fosfatasi alcalina totale, osteocalcina, calciuria/
creatininuria, idrossiprolinuria/Zcreatininuria) per individuare sog-
getti a turnover elevato. In questo modello vi € una corrispondenza
di circa I’80% fra i dati ottenuti in base ai parametri di laboratorio e
la perdita ossea valutata con controlli mineralometrici seriati (24). E’
stato anche introdotto dagli stessi autori un algoritmo diagnostico
che permette di ottenere un risultato sovrapponibile alle equazioni di
regressione (24, 62). E’ a disposizione inoltre una metodica compu-
terizzata che utilizza gli stessi parametri biochimici e che suddivide
i soggetti in tre gruppi: alto turnover, basso turnover e soggetti
borderline (46).

L’uso di queste metodiche, se confermato su casistiche ancora piu
ampie di quelle utilizzate per elaborarli, potrebbe essere molto utile
per eseguire screening di massa.

I modelli matematici dovrebbero tenere conto anche dei piu
recenti parametri utilizzati nella valutazione del rimodellamento.
Ad esempio & stato osservato che la combinazione dei valori di
piridinolina, desossipiridinolina ed osteocalcina correla molto bene
con la perdita ossea: tali indici, pertanto, potrebbero essere molto
utili nella elaborazione di nuovi modelli matematici per la valutazio-
ne della perdita ossea (156).

E’ opportuno, infine, accennare in breve ai risultati del dosaggio
dei fattori circolanti che influenzano il metabolismo osseo.
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Nei soggetti osteoporotici i valori di PTH sono in generale nei
limiti della norma, la calcitonina é bassa ed anche i livelli di 1,25
(OH)2D3 sono spesso al di sotto della norma (86). Il significato di
queste alterazioni non é tuttavia ancora ben chiaro.

Alcuni gruppi di ricerca hanno anche utilizzato il dosaggio di
alcuni fattori locali nello studio di momenti patogenetici e della
risposta alla terapia.

Il dosaggio della 2 microglobulina ¢ stato impiegato per valuta-
re la risposta al trattamento: essa aumentava dopo terapia con
anabolizzanti (androgeni) e diminuiva in seguito alla somministra-
zione di calcitonina indicando il verificarsi nel primo caso di un’azio-
ne di stimolo della neoformazione ossea (19).

Recentemente sono stati eseguiti dosaggi delle citochine ad azio-
ne sull’osso da sovranatanti di colture di cellule mononucleate
circolanti: nelle donne osteoporotiche, specie ad alto turnover, sono
risultati elevati i valori del’attivita totale dell’ IL-1 (102) che diminu-
ivano dopo terapia estrogenica (103). L’aumento delle citochine nelle
donne osteoporotiche sembra interessare I’ IL-1 3 (134) ed anche I'IL-
6 (5, 114), anche se cid non é stato confermato da altri autori. Il
dosaggio delle citochine pud essere, in prospettiva, anche utilizzabile
quale indicatore di rimodellamento osseo. Questi fattori locali, infat-
ti, possono essere anche piu sensibili dei marcatori attualmente
utilizzati.

In soggetti di sesso maschile con osteoporosi, infine, sono stati
osservati bassi livelli sierici di IGF-1, con possibile significato
patogenetico (85).

Osteodistrofia renale

Generalita

L’osteodistrofia renale € una frequente complicanza dell’insuffi-
cienza renale cronica in fase avanzata. Sono numerosi i fattori che
concorrono alla sua patogenesi. La ridotta eliminazione di fosforo,
innanzitutto, stimola la secrezione di PTH determinando un
iperparatiroidismo secondario. La spiegazione classica consiste nel-
I’alterazione del bilancio calcio/fosforo che determinerebbe
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ipocalcemia e conseguente iperparatiroidismo secondario; attual-
mente si pensa invece che I’eccesso di fosfati agisca riducendo la
produzione di 1,25 (OH)2D3, forma attiva della vitamina D che viene
prodotta a partire dal 25 OH D3 ad opera dell’enzima la idrossilasi
presente nei mitocondri dei tubuli renali prossimali (75, 117). L’ 1,25
(OH)2D3 avrebbe una funzione inibitoria sulla produzione di
paratormone. Il PTH in eccesso pertanto aumenterebbe il turnover
0sseo sino ai classici quadri di osteite fibroso-cistica. Alla genesi
dell’iperparatiroidismo concorre anche un allungamento della sua
emivita per I'alterata funzione renale ed una alterata sensibilita del
sensore per I'inibizione della secrezione (alterazione del “set point”).
(12). In taluni casi, infine, si osserva la presenza di un adenoma delle
paratiroidi che secerne PTH in maniera svincolata dal controllo
omeostatico.

Il deficit di 1,25 (OH)2D3, inoltre, determina un’importante alte-
razione nel processo di mineralizzazione del tessuto osteoide in
guanto determina una riduzione dell’assorbimento del calcio intesti-
nale causando, come & noto, osteomalacia. Bisogna tenere conto,
infine, del carico di alluminio attualmente contenuto nei chelanti del
fosforo che concorre con il deficit di 1,25 (OH)2D3 alla patogenesi
dell’osteomalacia in quanto si accumula all’interno del fronte di
osteoformazione impedendone la mineralizzazione. L’accumulo di
guesto elemento, inoltre, riduce il numero e I'attivita degli osteoblasti
(100).

Tutti questi fattori patogenetici concorrono a determinare le
lesioni ossee. Si riconoscono due aspetti dell’osteodistrofia renale:
una forma cosidetta ad “alto turnover” (con iperattivita osteoclastica)
causata dall’iperparatiroidismo ed una a “basso turnover” determi-
nata dalla carenza di 1,25 (OH)2D3 e dall’accumulo di alluminio. In
molti casi, in realta, si ha una coesistenza di questi due aspetti.

Valutazione laboratoristica

Nei pazienti uremici i livelli sierici di fosfatasi alcalina sono in
genere elevati nei casi ad alto turnover e correlano con la severita
dell’osteite fibrosocistica e con i livelli di PTH; concentrazioni elevate
si osservano tuttavia anche in pazienti con osteomalacia. L’attivita
della fosfatasi alcalina puo essere utilizzata anche per valutare la
risposta alla terapia dell’osteomalacia con vitamina D.
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Valori bassi si osservano invece nelle lesioni causate da un sovrac-
carico di alluminio.

Questa elevazione riguarda anche I'isoenzima osseo della fosfatasi
alcalina che, tuttavia, non viene utilizzato routinariamente in questo
tipo di pazienti.

Il dosaggio dell’osteocalcina & importante nella valutazione del-
I’interessamento osseo negli uremici perché rispecchia il turnover
osseo valutato con biopsia (89). I livelli sierici di questo marcatore
sono notevolmente superiori rispetto a quelli normali; cid non dipen-
de solo dall’aumento del metabolismo osseo, ma anche dalla ridotta
eliminazione.

E’ proprio nell’insufficienza renale in fase avanzata che il proble-
ma dei frammenti di osteocalcina diventa particolarmente importan-
te.

Diversi studi, utilizzando la HPLC, hanno valutato la presenza di
frammenti di OC nei pazienti uremici: mentre nei controlli normali
si osservava un solo picco, nei soggetti con grave insufficienza renale
si riscontravano picchi aggiuntivi dovuti ai frammenti (58, 154).

Cid evidenzia i problemi del dosaggio dell’osteocalcina in questo
tipo di soggetti; cio e confermato effettuando il dosaggio di questa
molecola con kit policlonale prima e dopo trattamento dialitico. Su 56
soggetti emodializzati sono state osservate, infatti, notevoli variazio-
ni prima-dopo dei valori di osteocalcina: nel 58,92 % si & riscontrata
una riduzione dei livelli di osteocalcina dopo dialisi, mentre nel
41,08% si € visto un aumento. Queste variazioni sono verosimilmente
determinate dalla rimozione dei frammenti che si verifica con il
trattamento emodialitico evidenziando come, a seconda dei fram-
menti di osteocalcina presenti in circolo e quindi a seconda delle
interazioni con i vari anticorpi policlonali, il kit dia risultati molto
diversi (77). Anche I'uso della metodica che utilizza un anticorpo
monoclonale diretto contro la molecola umana in una casistica di 17
soggetti in emodialisi periodica ha ugualmente dimostrato variazio-
ni prima e dopo il trattamento con una riduzione nel 63,15% dei
soggetti ed un aumento nel 36,85% (77).

Al fine di evitare tale importante interazione in questi soggetti &
stato utilizzato il kit con due anticorpi che dovrebbe essere assoluta-
mente specifico per la molecola intera. Sono a disposizione dati
preliminari che lo hanno utilizzato sia in fase predialitica (108) che
dialitica (1): i valori ottenuti con quest’ultima metodica sembrereb-
bero correlare con il kit monoclonale. Altri dati dovranno pero
confermare I'utilitad di questo kit nei dializzati anche perché, come
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Figura 7. Indici di rimodellamento osseo nell'osteodistrofia renale.

accennato in precedenza, sembra esservi una notevole variabilita
preanalitica. Attualmente € possibile utilizzare nei dializzati uno dei
tre tipi di metodiche disponibili. Forse sono preferibili in questi
soggetti le metodiche con anticorpo monoclonale, anche se questo
non é assolutamento certo.

Fra i marcatori di neoformazione ossea é stato utilizzato anche il
PICP; il suo livello sierico nei dializzati ¢ risultato superiore alla
norma (136). Il PICP correla nell’insufficienza renale con i parametri
dinamici dell’osso ed € un utile indicatore della risposta al trattamen-
to con 1,25 (OH)2D3 (25).

Fra gli indici di riassorbimento scheletrico non possono essere
ovviamente impiegati nei dializzati i dosaggi urinari di calcio ed
idrossiprolina; a questo scopo, sembra invece utile I'uso della deter-
minazione dell’ICTP sierico che risulta elevato e che correla con il
PTH, ma non con l'osteocalcina e il PICP. Cio indicherebbe una
dissociazione fra osteodistruzione e neoformazione ossea che rende
ragione della necessita di utilizzare sia indici di neoformazione che
di riassorbimento nella valutazione dei pazienti uremici (80). (Figura
7)
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E’ infine necessario accennare al dosaggio dei fattori che influen-
zano il rimodellamento osseo: il dosaggio del PTH € molto importan-
te e i suoi livelli sierici possono aiutare nella distinzione fra forme ad
alto e basso turnover (143). Per quanto riguarda la scelta della
metodica di dosaggio del PTH, quella che valuta I’estremita N-
terminale sembra essere la piu utile per distinguere I'osteite fibrosa
dall’osteomalacia (3).

Il dosaggio dell’ 1,25 (OH)2D3, infine, ha dimostrato livelli sierici
bassi in questi pazienti, mentre sono stati osservati valori elevati di
calcitonina.

Malattia di Paget

Generalita

La malattia di Paget dell’osso € una patologia ad eziopatogenesi
ignota che si caratterizza istologicamente per I’alternanza disordina-
ta di aree di osteodistruzione ed osteoproduzione conseguenti ad un
rimodellamento osseo molto elevato. Colpisce soprattutto la pelvi, il
rachide lombare e dorsale, i femori, il cranio e le tibie.

Si riconoscono tre fasi nell’ evoluzione di questa patologia: in un
primo momento si verifica un aumento del riassorbimento scheletri-
co in aree molto vascolarizzate (fase osteolitica), ad esso segue una
fase in cui si deposita 0sso neoformato caratterizzato da una struttura
disordinata con lamelle molto irregolari (fase mista). Si giunge,
infine, ad una prevalenza di tessuto osseo compatto, anche se anoma-
lo istologicamente, corrispondente ad una fase di “spegnimento” del
processo morboso (fase sclerotica).

Valutazione laboratoristica

Lo studio radiologico tradizionale & fondamentale nella diagnosi
della malattia.

La valutazione della sua attivita, invece, si effettua classicamente
con il dosaggio della fosfatasi alcalinatotale che appare ancora oggi
come la metodica piu efficace ed economica. In numerosissimi casi,
infatti, il sospetto di morbo di Paget si verifica quando in pazienti
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asintomatici si osservano valori elevati di questo enzima. La confer-
ma diagnostica si effettua ovviamente mediante studio radiologico
tradizionale.

I livelli sierici diosteocalcina, invece, sono alti, ma percentualmente
meno di quelli della fosfatasi alcalina (59); inoltre essa non sembra
riflettere cosi accuratamente il rimodellamento scheletrico valutatato
con istomorfometria (35). Questo potrebbe dipendere da una rapida
incorporazione nella matrice ossea dell’OC neosintetizzata o dei
peptidi appena liberati dal riassorbimento oppure perché il rapporto
fra la quantita di osteocalcina circolante e quella legata alla matrice
€ molto diversa rispetto al tessuto normale. In corso di trattamento,
invece, I'osteocalcina diminuisce piu rapidamente della fosfatasi
alcalina e cio sembra dipendere dalla piu breve emivita della prima
(32).

Fra i marcatori di riassorbimento quello piu utilizzato & ancora
oggi I'idrossiprolinuria misurata sulle urine delle 24 ore o su quelle
del mattino. Essa é sufficientemente sensibile, specie nella valutazio-
ne delle forme poliostotiche. Nei pazienti con malattia di Paget ¢ stata
osservata una correlazione fra fosfatasi alcalina ed idrossiprolinuria
(101): cio dipende dalla stretta correlazione nella grande maggioran-
za dei casi fra riassorbimento e neoformazione ossea. Solo in taluni
casi si assiste dopo adeguato trattamento ad una diminuzione del-
I’idrossiprolinuria che precede la riduzione della fosfatasi alcalina:
cid dimostra che il riassorbimento é il primo aspetto ad essere
influenzato dalla terapia (159). L’utilizzo di altri indici di riassorbi-
mento quali piridinolina, desossipiridinolina e galattosil-idros-
silisina, elevati nel corso di questa malattia, non ha dimostrato
vantaggi rispetto all’idrossiprolinuria (9).

Endocrinopatie
Generalita

Sono numerose le endocrinopatie che esercitano il loro influsso
sul metabolismo osseo mediante I'azione degli ormoni sull’accresci-
mento ed il controllo del rimodellamento. In molte condizioni di
iperfunzione, quindi, si ha un interessamento dello scheletro che puo
essere di maggiore o minore importanza a seconda dell’endocrino-
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patia. Accenneremo in breve all’iperparatiroidismo, in cui viene
coinvolto I’'ormone principale della regolazione del metabolismo
fosfocalcico ed all’ipertiroidismo, in cui I’eccesso di ormone tiroideo
determina un piu elevato riassorbimento scheletrico.

Nella maggior parte dei casi di ipofunzione, invece, non si osser-
vano modificazioni del metabolismo osseo a meno che non si verifi-
chino durante I’accrescimento.

Valutazione laboratoristica

Iperparatiroidismo: Nel corso dell’iperparatiroidismo si possono
osservare elevazioni della concentrazione sierica difosfatasi alcalina
totale, sebbene in misura inferiore a quelle che si osservano nella
malattia di Paget e dell’ osteocalcina (155).

Ipertiroidismo: nella maggior parte di questi soggetti sono stati
riportati valori elevati di osteocalcina; lo stesso si verifica nei pazien-
ti con gozzo eutiroideo, in trattamento con ormoni tiroidei, in cui si
verificava una perdita d’osso. Nelle donne in postmenopusa trattate
con tiroxina per un gozzo, questo indice di rimodellamento osseo era
piu elevato rispetto a donne in postmenopausa senza patologia
tiroidea (52, 88, 146).

Deficit di GH: i livelli di osteocalcina sono diminuiti in caso di
deficit dell’ormone della crescita, ma aumentano in seguito alla
somministrazione dell’ormone di sintesi. L’incremento di GH dopo
tre mesi di terapia &€ un buon fattore predittivo in quanto correla alla
risposta che si verifichera dopo un anno (11, 36).

Questi effetti sono confermati dall’osservazione sperimentale che
il GH in colture cellulari induce la sintesi dell’osteocalcina (17). Nella
valutazione dell’accrescimento viene utilizzato anche il PICP.
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Neoplasie
Generalita

Le neoplasie primitive o metastatiche determinano un notevole
interessamento del tessuto osseo.

Esse producono innanzitutto una serie di fattori umorali che
agiscono sul rimodellamento scheletrico, fra cui soprattutto TNF - a
e b, IL-1, IL-6 che attivano il riassorbimento locale osteoclastico. In
seguito a tali fenomeni si verifica localmente una distruzione ossea,
non compensata dalla neoformazione (osteolisi). Una certa quota di
neoproduzione ossea attorno all’area litica si puod pero osservare in
taluni casi, soprattutto in corso di metastasi da carcinoma prostatico
€ mammario: essa & dovuta in parte alla reazione locale, in parte ad
una attivazione osteoblastica. Questo spiega i due caratteristici aspetti
radiologici delle metastasi scheletriche che vengono distinte in
osteolitiche ed osteoblastiche.

Nella maggior parte dei casi la presenza di localizzazioni ossee si
verifica con normalita dei valori calcemici: cio & dovuto ad una
aumentata eliminazione di calcio da parte del rene che ¢ adeguata
alla quota mobilizzata in seguito alla distruzione ossea. Ipercalcemia
€ presente solo nei casi in cui non vi sia una sufficiente attivita
dell’emuntorio renale, ad esempio per la produzione di fattori simil-
PTH che inibiscono la escrezione di calcio (95).

Anche nel mieloma multiplo, neoplasia B-linfocitaria, la distru-
zione ossea & determinata da un gruppo di fattori denominati
Osteoclast Activating Factor (OAF) che sono rappresentati da IL-1,
IL-6 e TNF-a prodotti in maniera autonoma dalle plasmacellule
neoplastiche (95).

Valutazione laboratoristica

Metastasi ossee: 1o studio delle lesioni tumorali ossee si esegue
innanzitutto mediante radiologia tradizionale e non (TAC, NMR) ed
utilizzando la scintigrafia con tecnezio- pirofosfato. Il laboratorio ha
tuttavia I'importante funzione di monitorare i pazienti trattati per
neoplasia primitiva evidenziando precocemente eventuali metastasi
scheletriche e di fornire dati di significato prognostico e di risposta
terapeutica in pazienti con malattia estesa all’osso.
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Anche in questo caso sono stati utilizzati sia i marcatori di
neoformazione ossea, per evidenziare I'eventuale produzione ossea
locale, che di lisi.

Fra i primi é stata impiegata la fosfatasi alcalina: I'attivita totale
non sembra essere molto utile in quanto un suo aumento puod
dipendere anche da un interessamento epatico, frequente in molte
neoplasie. E’ preferibile pertanto utilizzare la determinazione
delll’isoenzima osseo: impiegando il dosaggio di questo indice con
anticorpo monoclonale in un gruppo di donne con metastasi ossee di
carcinoma della mammella € stato osservato che il suo livello sierico
era piu elevato nei pazienti con metastasi scheletriche, rispetto a
quello dei soggetti che ne erano privi e correlava con un altro
marcatore tumorale (CA 549). L’uso di questo dosaggio ¢ utile, ma
non in caso di malattia localizzata (30).

Anche l'osteocalcina é stata utilizzata nella valutazione dell’inte-
ressamento neoplastico scheletrico: nelle metastasi di carcinoma
della mammella & stato infatti osservato un aumento dell’osteocalcina
in una certa percentuale di soggetti (26, 112 ); come era prevedibile,
I'incremento si verificava specialmente in caso di localizzazioni
osteosclerotiche. La concentrazione sierica dell’osteocalcina si ridu-
ceva in caso di risposta al trattamento (26). Nelle localizzazioni ossee
delle neoplasie della prostata sono stati ottenuti risultati contradditori.
(83, 142, 145, 151).

Nella valutazione del riassorbimento osseo é stata impiegata
soprattutto I'idrossiprolinuria, pur con i grossi limiti che da sempre
presenta. Recentemente é stato utilizzato I'ICTP, indice molto piu
specifico, che spesso é elevato in corso di metastasi scheletriche di
varie neoplasie (79).

Mieloma multiplo: nello studio del mieloma multiplo, neoplasia
diffusa allo scheletro, ¢ fondamentale utilizzare un indice dell’esten-
sione della malattia: a tale scopo I'lCTP ¢ di notevole utilita in quanto
correla con le lesioni osteolitiche (42, 78) ed & un utile indice
prognostico: soggetti con valori elevati hanno una prognosi peggio-
re, mentre nei soggetti rispondenti presenta una diminuzione.

La neoproduzione ossea nel mieloma & notoriamente un fattore
prognostico favorevole ed é stata studiata utilizzando il dosaggio
dell’osteocalcina che, in una casistica, risultava elevata nel 21% dei
casi: questi soggetti erano caratterizzati da un potenziale osteolitico
minore e da un decorso piu indolente della malattia. | pazienti con
bassi valori di osteocalcina, invece, presentavano una malattia in fase
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avanzata, estese osteolisi, ipercalcemia e ridotta sopravvivenza (6,
107). Nella nostra esperienza utilizzando quali indici I’osteocalcina
ed il PICP, non abbiamo osservato nei pazienti con mieloma una
neoproduzione ossea che differisse significativamente dal gruppo di
controllo costituito da soggetti con gammopatia monoclonale di
significato incerto (MGUS) (78). (Figura 8)
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Figura 8. Indici di rimodellamento osseo nel mieloma multiplo.
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Conclusioni

L’uso degli indici biochimici di rimodellamento osseo é attual-
mente fondamentale nello studio del metabolismo scheletrico, anche
se non tutti i marcatori utilizzati hanno la stessa utilita e la stessa
validazione clinica.

Fra gli indici di osteoproduzione il dosaggio della attivita totale
della fosfatasi alcalina & sicuramente il pitu semplice ed economico.
Esso e ancora oggi di prima scelta nella valutazione dell’attivita della
malattia di Paget ove, come si € visto, I’'uso di altri marcatori presenta
solo un costo superiore senza particolari vantaggi; anche nello studio
delle lesioni osteomalaciche esse puo avere un importante significa-
to.

In altre patologie (osteoporosi), per la sua scarsa sensibilita é di
utilita limitata, anche se il suo dosaggio deve essere sempre eseguito
per la diagnosi di eventuale associazione con la malattia di Paget o
con I’osteomalacia. La valutazione dell’isoenzima osseo, oltre che
per differenziare in molti casi I'iperfosfatasemia alcalina di origine
epatica ed ossea, potrebbe essere in futuro interessante nell’osteopo-
rosi e nelle neoplasie ossee, in quanto molto piu sensibile e specifico,
ma, a tutt’oggi, non ci sono molti lavori al riguardo.

L’osteocalcina, a nostro giudizio, & attualmente I'indice piu atten-
dibile di osteoproduzione in condizioni quali I'osteoporosi, I'insuf-
ficienza renale e le endocrinopatie. Non é ben chiaro fra le metodiche
in commercio quale sia quella da utilizzare. Un discreto interesse
presenta il kit IRMA con doppio anticorpo che dosa la molecola
intera di osteocalcina: & necessario tuttavia attendere casisistiche piu
ampie che I'abbiano utilizzata in varie patologie; é tuttavia da tener
presente che la variabilita preanalitica e la necessita quindi di parti-
colari accorgimenti potrebbero limitare I’'uso routinario della meto-
dica a laboratori specializzati ed a particolari condizioni (insufficien-
zarenale). Il PICP, non € a nostro giudizio, attualmente un marcatore
di prima scelta nella valutazione della neoformazione ossea, ma puo
essere utile, accanto all’osteocalcina, quale ulteriore supporto. Fra i
vecchi indici di riassorbimento scheletrico, idrossiprolinuria e calciuria
non presentano grande utilita per la loro estrema variabilita e per le
interferenze alimentari citate; unica eccezione & I’'uso dell’idrossipro-
linuria nella malattia di Paget ove, invece, € un buon indicatore.
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L’interesse si & spostato, pertanto, verso le piridinoline e la galattosil-
idrossilisina che, gia nei primi lavori pubblicati, ssmbravano dimo-
strare buona attendibilita nel valutare il riassorbimento osseo in
condizioni estremamente frequenti quali I'osteoporosi. Gli ultimi kit
per il dosaggio di tali fattori, inoltre, sembrano essere di rapido e
facile impiego. Interessante, a nostro giudizio, I'uso dell’lCTP, che ci
pare un marcatore promettente. Questi piu recenti marcatori potreb-
bero sostituire I’ idrossiprolinuria nella valutazione del riassorbimento
0sseo nella maggior parte dei casi.

Il dosaggio dei fattori di regolazione del rimodellamento, invece,
¢ limitato all’effettuazione della diagnosi differenziale fra le varie
condizioni.

In alcuni casi di osteoporosi, infatti, & necessario eseguire il
dosaggio ormonali per riconoscere una perdita secondaria ad
endocrinopatie e al mieloma multiplo.

Si valutano pertanto il PTH, gli ormoni tiroidei (FT3, FT4, TSH),
talora il cortisolo e si esegue elettroforesi delle proteine sieriche,
immunoelettroforesi su siero e urine per la ricerca delle catene
leggere.

La valutazione della calcitonina e dei metaboliti della vitamina D
non presenta grande interesse pratico. Solo nell’osteodistrofia renale
il dosaggio del PTH é di notevole importanza per valutare il contri-
buto dell’iperparatiroidismo nella patogenesi della malattia.

Il dosaggio dei fattori locali di regolazione del rimodellamento,
pur essendo, come si & detto, di possibile impiego nella valutazione
del metabolismo scheletrico € per ora limitato alla ricerca.

Bisogna infine osservare come I'impiego dei marcatori di
rimodellamento osseo sia di notevole interesse nel monitoraggio dei
pazienti neoplastici, per valutare un interessamento scheletrico ed
una risposta alla terapia; fino a pochi anni fa I'unica ad essere
impiegato era I’idrossiprolinuria che, come si @ ampiamente ripetu-
to, presenta una attendibilita piuttosto scarsa; attualmente sembrano
promettenti i dosaggi dell’isoenzima osseo della fosfatasi alcalina
con anticorpo monoclonale e dell’ICTP.
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