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INTRODUZIONE 

 

L’artrite reumatoide (AR) è una malattia infiammatoria cronica immuno-mediata che 

colpisce lo 0,5-1% della popolazione adulta. L’eziologia dell’AR non è ancora 

completamente chiara, ma la sua patogenesi è universalmente ritenuta multifattoriale.  

Più di 25 anni fa è stata scoperta una predisposizione genetica, mediata dal sistema HLA, 

per la AR. Stastny et al. (1983) hanno, infatti, dimostrato la presenza del genotipo HLA-

DR4 in circa il 70% di pazienti di razza bianca affetti da AR. Inoltre, l’incidenza dell’artrite 

reumatoide è 3-4 volte più alta nelle donne rispetto agli uomini (Lawrance et al 1998). 

Alcuni studi hanno dimostrato come le donne affette da AR presentano i genotipi HLA-

DR4 o HLA-DR1 o entrambi, mentre gli uomini sono associati al genotipo HLA-DR1 

(Brennan et al. 1995; Melanine, 2003). 

Oltre ai fattori genetici, anche i livelli degli ormoni sessuali sembrano essere coinvolti nello 

sviluppo dell’AR, oltre a spiegare la differenza di genere della malattia reumatoide. Infatti, 

gli uomini AR mostrano una diminuzione dei livelli di testosterone (ormone con attività 

immuno-soppressiva) (Brenna et al. 1995); nelle donne si osserva anche una diminuzione 

di deidroepiandrosterone solfato (DHEAS) che risulta essere ancora più basso in fase 

premenopausale (Brennan et al. 1995; Masi et al 1995). Quindi il deficit di androgeni e la 

differenza di concentrazione di questi ultimi nei due sessi, non solo indica la loro possibile 

implicazione nello sviluppo della malattia reumatoide, ma potrebbe anche contribuire a 

spiegare la differenza di genere dell’incidenza dell’AR. 

L’AR è una malattia che colpisce le giunzioni articolari ed è caratterizzata dalla 

proliferazione sinoviale, infiltrazione di cellule B, T (CD4+) e macrofagi; dal punto di vista 

isto-patologico è contraddistinta da ipervascolarizzazione, aumento dell’attività degli 

osteoclasti e la formazione del pannus (sinoviociti, cellule infiammatorie e fibroblasti) che 

causa degradazione delle cartilagini e l’ossificazione (Firestein et al. 2003; Slezen et al. 

2007). 

L’aumento di citochine pro-infiammatorie come Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), 

interleuchina-1 (IL-1), -6,-17 ed interferon-γ (INF-γ), l’elevata produzione ed attivazione di 

chemochine, di molecole di adesione, quali ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1), 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) ed E-selectina, oltre all’incremento di 

mediatori flogistici come le metalloproteinasi (MMPs), le cicloossigenasi (COX-1 e 2) e 

iNOS (ossido nitrico sintasi inducibile), rappresentano molecole e meccanismi coinvolti 

nella patogenesi dell’AR (Muller-Ladner et al., 2005). 



L’AR è considerata a tutti gli effetti una patologia sistemica, multi-organo, che coinvolge, 

tra gli altri, anche il sistema cardiovascolare (Gerli et al., 2007). Attualmente, ben si 

conosce il ruolo svolto dalle malattie cardiovascolari che rappresentano la prima causa di 

morte in soggetti artritici (Van Doornum et al., 2002; Solomon et al., 2003). Studi clinici, di 

laboratorio ed epidemiologici hanno dimostrato come lo stato infiammatorio cronico nei 

pazienti AR aumenti il rischio di malattia aterosclerotica negli stessi pazienti. (John et al., 

2009). Infatti, nei pazienti affetti da AR, il numero di decessi per malattia cardiocircolatoria 

risulta essere aumentato del 5,25%. (Wolfe et al., 1994). In particolare, la più alta 

incidenza di mortalità, per cause riferibili alle malattie coronariche (CAD) è stata 

riscontrata nelle giovani donne affette da AR tra i 15 e i 49 anni (3,64%) (Myllykangas-

luosujarvi et al., 1995) e nei pazienti di entrambi i sessi al di sopra dei 60 anni. (Gabriel et 

al., 1998; Kvalvik et al., 2000). Uno studio condotto su 149 pazienti affetti da AR e seguiti 

dal 1977 al 1992, ha mostrato un aumento di mortalità cardiovascolare, prevalentemente, 

in soggetti di sesso femminile (Walberg-Jonsson et al. 1997).  

Le cause dello sviluppo della malattia aterosclerotica in pazienti AR non sono ancora del 

tutto chiare. Inoltre, l’aumento del rischio di insorgenza di CAD non può essere 

completamente spiegato con i tradizionali fattori di rischio (l’età il sesso, il fumo, 

l’ipertensione e il diabetetedi tipo 2) (Del Rincon et al., 2001). Per questo, diversi studi 

indicano l’infiammazione cronica come un fattore di rischio non tradizionale (John et al., 

2009). 

L’aterosclerosi è un processo infiammatorio dinamico che consiste nella perdita 

dell’integrità dell’endotelio e la conseguente attivazione di cellule endoteliali e l’aumento 

della produzione di molecole di adesione come ICAM-1, VCAM-1 ed E-selectina, che 

consentono l’infiltrazione di lipidi nell’intima del tessuto endoteliale. (Libby et al., 2008; 

Ozbalkan et al. 2010). L’attivazione endoteliale induce i monociti circolanti a passare la 

parete dell’arteria, dove differenziano in macrofagi residenti formando strie lipidiche (fatty 

streak). Le cellule muscolari lisce producono tessuto fibroso, collagene, citochine (ad 

esempio: IL-6; TNF-α) e fattori di crescita (MCP-1 Monocyte chemotactic protein-1) 

partecipando allo sviluppo della placca. (Ross et al., 1999). 

Un profilo lipidico sfavorevole, caratterizzato da una diminuzione delle HDL (high-density 

lipoprotein), e da un aumento di trigliceridi e di LDL (low-density lipoprotein), è stato 

riscontrato anche in pazienti affetti da AR (White et al., 2006; Roman et al., 2006; Superko 

et al., 2008). 



La placca aterosclerotica e l’infiammazione della sinovia mostrano una marcata 

somiglianza nell’accumulo e nell’attivazione di cellule infiammatorie (come monociti, 

macrofagi e cellule T) e in tutte e due le malattie si ha un’elevata produzione di IL-6, TNF-

α, metalloproteinasi e molecole di adesione leucocitaria. Inoltre sia l’AR che l’aterosclerosi 

sono associate ad un aumento della risposta immunitaria mediata dai Th1 (Pesceri et 

al.,1999; Libby et al., 2008). 

Il focus di infiammazione nell’AR è la sinovia, ma le citochine pro-infiammatorie, prodotte 

in loco, vengono rilasciate nel torrente circolatorio e possono agire a vari livelli (fegato, 

tessuto adiposo, muscolo scheletrico, sistema immunitario ed endotelio) determinando un 

ambiente pro-aterogenico caratterizzato da stress ossidativo, dislipidemia, insulino- 

resistenza, disfunzione endoteliale e attivazione di cellule T (Sattar et al., 2003). Inoltre il 

rilascio di mediatori in grado di alterare la struttura del collagene può essere rilevante sia 

nel determinare una condizione di instabilità della placca ateromasica sia nel favorire 

erosioni ossee e cartilaginee a livello dell’articolazione infiammata (Ozbalkan et al., 2010). 

E’ ormai ampiamente noto il ruolo svolto dalla risposta immunomediata nella patogenesi 

dell’AR. E’ interessante notare che tra i fattori immunologici condivisi nella patogenesi 

dell’AR e della aterosclerosi vi è una classe di linfociti T CD4+ privi della molecola di 

superficie CD28 (Pasceri et al., 1999; Gerli et al., 2007; Ozbalkan et al., 2010). Tali cellule, 

probabilmente stimolate da autoantigeni endoteliali (Zal et al., 2004), sono state ritrovate 

nel sangue periferico sia in soggetti affetti da AR che in un gruppo di pazienti con angina 

instabile (Martens et al., 1997; Liuzzo et al.,1999). Considerata la loro capacità di produrre 

citochine proinfiammatorie, di indurre danno organico tissutale ed infiltrare le placche 

aterosclerotiche (Namekawa et al., 1998; Liuzzo et al., 2000), si potrebbe ipotizzare un 

ruolo di questa popolazione cellulare nel favorire aterosclerosi e nel predisporre ad eventi 

cardiovascolari soggetti affetti da AR. 

L’insieme di questi elementi testimonia l’importanza che l’infiammazione cronica ha nel 

promuovere lo sviluppo precoce di aterosclerosi nei pazienti con AR (Libby et al., 2008). 

 

Recentemente, nel nostro laboratorio, abbiamo dimostrato che l’espressione di PPARγ 

(Peroxisome Proliferator Activated Receptors-gamma) è più elevata nei 

monociti/macrofagi di pazienti CAD (circa 10 volte) che nei volontari sani, ed è stata, 

inoltre, riscontrata una differenza di genere dell’espressione di PPARγ, dimostrando come 

tale recettore è maggiormente espresso nel sesso femminile (Amoruso et al., 2009). 



PPARγ è espresso nelle cellule endoteliali, nelle cellule muscolari lisce, nei 

monocito/macrofagi, nei cardiomiociti e nel tessuto adiposo. Tale recettore, oltre a 

svolgere un ruolo chiave nel metabolismo glucidico e lipidico, è ampiamente coinvolto nel 

processo infiammatorio. Numerose osservazioni dimostrano che gli agonisti PPARγ sono 

in grado di inibire l’attivazione di NF-kB, AP-1, STAT-1, oltre a diminuire l’espressione di 

molecole di adesione nelle cellule endoteliali, il rilascio di chemochine e citochine pro-

infiammatorie (IL-8, -6, -12 e TNF-α) e inibire l’attività delle metalloproteasi (Ricote et al., 

1999; Fuentes et al., 2010).  

PPARγ è espresso nei macrofagi infiltrati e nelle cellule sinoviali dei pazienti affetti da AR; 

oltre che nei fibroblasti e nelle cellule endoteliali. (Kawahito et al., 2000). Inoltre, elevati 

livelli di mRNA di PPARγ sono presenti negli adipociti e nel midollo osseo di pazienti AR 

(Jiang et al., 2008). Esperimenti in vivo hanno, inoltre, dimostrato come nel topo e che nel 

ratto, gli agonisti di PPARγ, quali PGJ2, rosiglitazone e pioglitazone sono in grado di 

diminuire la formazione del pannus e l’infiltrazione di cellue mononucleate (Kawahito et al. 

2000) oltre a inibire l’attività di iNOS e la produzione di citochine pro-infiammatorie (TNF-α, 

IL-1β e bFGF) (Shiojiri et al., 2002; Koufany et al., 2008). 

 

Considerata la relazione tra aterosclerosi e artrite reumatoide, e coerentemente con il 

programma del mio dottorato di ricerca (PPARs as expression of gender differences in 

drug response and cardiovascular disease), dopo aver contribuito a dimostrare la 

differenze di genere nell’espressione/attivazione di PPARs in pazienti affetti da CAD 

(Amoruso et al., 2009), in questo secondo anno di dottorato ho iniziato a valutare una 

possibile differenza di genere nell’espressione del recettore PPARγ in pazienti affetti da 

artrite reumatoide. 

Vista l’incidenza della malattia (prevalentemente femminile) lo studio, già in fase 

abbastanza avanzata, ma non ancora concluso, necessita di una ulteriore valutazione 

delle differenze di genere andando ad ampliare la numerosità dei pazienti di sesso 

maschile. 

 



MATERIALI E METODI  

 

Reclutamento pazienti: 
 
In collaborazione con l’Ambulatorio di immuno-reumatologia dell’Azienda Ospedaliera 

“Maggiore della Carità” di Novara (Prof. Gian Carlo Avanzi, Dott. Pier Paolo Sainaghi) 

sono stati reclutati 25 pazienti affetti da artrite reumatoide (20 donne e 5 uomini) e 11 (6 

donne e 5 uomini) volontari sani. 

Tutti i pazienti sono in terapia farmacologia; i loro dati anagrafici e clinici sono riportati in 

un database dedicato. 

Il protocollo di sperimentazione è stato approvato dal Comitato Etico dell’Azienda 

ospedaliera “Maggiore della Carità” di Novara 

 
Preparazione di monociti umani (M) e Monocyte-Deriv ed Macrophages (MDM) 
 
I monociti umani (M) sono stati isolati da sangue venoso eparinizzato. Il sangue prelevato 

viene fatto sedimentare con una soluzione di destrano in rapporto 1:1 e centrifugato a 

400g per 30’ a temperatura ambiente su gradiente di Hystopaque (densità = 1.077 g/cm3). 

L’anello di cellule mononucleate viene trasferito in un altro tubo e lavato con PBS 

(phosphate-buffered saline pH 7.4) per 10’ a 250g per tre volte; le cellule così recuperate 

vengono piastrate in RPMI 1640 medium, con l’aggiunta di FBS al 5% (fetal bovine serum 

scomplementato), 2 mM di glutammina, 50 µg ml-1 di streptomicina, 5 U ml-1 di penicillina e 

2.5 µg ml-1 di anfotericina B (Brunelleschi et al., 1998). La popolazione purificata di 

monociti viene ottenuta per adesione (90’, 37°C, 5%  CO2) e le cellule in sospensione 

(principalmente linfociti) vengono rimosse con tre lavaggi di PBS; la vitalità cellulare viene 

valutata con “trypan blue dye exclusion” ed è normalmente > 98% (Brunelleschi et al., 

1998). I Monocyte-Derived Macrophages (MDM) sono ottenuti da monociti incubati a 37°C 

per 8-10 giorni con RPMI 1640 completo con l’aggiunta del 20% di FBS, con cambi di 

terreno ogni 2-3 giorni. Gli MDM vengono considerati cellule “macrophage-like”, grazie alla 

diminuzione dei marker di superficie CD14 (soltanto il 25-30% degli MDM sono CD14+) ed 

all’assenza dell’espressione del marker CD1a che dimostra che nelle preparazioni di MDM 

non ci sono cellule che si stanno differenziando in cellule dendritiche (Amoruso et al., 

2008). 

 



Espressione proteica e semiquantificazione di PPAR γγγγ: 

Le cellule, dopo 6 ore in terreno RPMI 1664 “bianco” (senza rosso fenolo, Sigma), sono 

state lavate due volte con PBS freddo e staccate in tampone di lisi (3% SDS, 0.25 M 

Trizma base e 1 mM fluoruro di fenilmetansulfonile). Le cellule lisate sono state sottoposte 

a shock termico. La determinazione delle concentrazioni proteiche è stata fatta con 

metodo BCA. I campioni di proteina (20 µg) sono stati analizzati con SDS-PAGE (10% 

acrilammide) e trasferiti su membrane di nitrocellulosa. Gli immunoblots sono stati eseguiti 

con metodiche standard utilizzando i seguenti anticorpi: anticorpo monoclonale anti-

PPARγ (Santa Cruz 1:1000 in TBS-Tween 5% latte) ed anticorpo monoclonale anti-β-

actina (Sigma; 1:5000 in TBS-Tween 3% BSA). L’anticorpo secondario utilizzato è 

associato con la perossidasi (Amersham Biosciences). Le proteine sono state visualizzate 

attraverso un sistema di intensificazione della chemioluminiscenza (ECL, Perkin Elmer). Il 

segnale di chemioluminescenza è stato analizzato con un densitometro in condizioni non 

saturanti (Versadoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La valutazione semi-quantitativa della 

proteina PPARγ è stata valutata calcolando il rapporto tra l’espressione proteica di PPARγ 

e quella della β-actina, quest’ultima utilizzata come proteina di controllo. 

Isolamento dell’RNA e Real-time PCR:  

L’RNA totale è stato estratto dai monociti con: GenElute Mammalian Total RNA Miniprep 

Kit (Sigma), e la purezza e la quantità di RNA totale è stata valutata tramite metodo 

spettrofotometrico (260-280 nm). La sintesi del cDNA è stata eseguita con: High Capacity 

cDNA Reverse Trascription kit (Applaied Biosystem; Carlsbad, CA). Sono stati 

successivamente caricati 4 µl di cDNA in piastre da 96 pozzetti (Optical Reaction Plates; 

Applied Biosystem) con 1 µl di TaqMan Expression Assay (PPARγ), 5 µl RNasi free water, 

10 µl TaqMan Universal PCR Master Mix (2x) (senza AmpErase UNG). I campioni sono 

stati analizzati con Applied Biosystem 7000 ABI Prism System. Il gene di controllo è la 

glucoronidasi beta. 

Produzione di anione superossido (O 2
-): 

I monociti (1x106) sono stati pre-trattati con PGJ2 (10 µM) per un’ora. Successivamente le 

cellule sono state stimolate per 30 minuti con PMA 10-6. La produzione di anione 

superossido è stato misurata valutando, a 550 nm (spettrofotometro Beckam DU 650), la 

riduzione, superossido dismutasi (SOD)-sensibile del ferricitocromo C presente nel 



medium. La produzione di O2
- è espressa come nmol di citocromo C ridotto/1x106/30 min, 

usando il coefficiente d’estinzione 21.1 mM. 

Valutazione della MMP-9 tramite zimografia:  

I monociti isolati dai pazienti AR sono stati piastrati (1x106) per 24 ore in terreno RPMI 

“bianco” (Sigma). L’attività della MMP-9 è stata valutata con gelatin zymography Novex 

zymogram gelatin gel (Invitrogen.) Sono stati caricati 20 µl di surnatante con 10 µl di 

Novex Tris-glycine SDS sample buffer (Invitrogen) su gel di gelatina 10% SDS-

poliacrilamide. Dopo l’elettroforesi il gel è stato rinaturato in Novex zymogram renaturig 

buffer (2,7% Triton X-100) per 30 minuti. Successivamente il gel è stato incubato per 18 

ore a 37°C in Novex zymogram developing buffer (Invitrogen). Dopo l’incubazione il gel è 

stato colorato con Colloidal Blue Staining Kit (Invitrogen). Il gel è stato analizzato con un 

densitometro in condizioni non saturanti (Versadoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RISULTATI  

 

In collaborazione con l’ambulatorio di immuno-reumatologia sono stati reclutati 25 pazienti 

(20 donne e 5 uomini), affetti da artrite reumatoide a vari stadi della malattia (valutata 

mediante DAS28: Disease Activity Score) e 11 controlli sani di ambo i sessi. 

I dati anagrafici, il valore di DAS28 e il trattamento farmacologico dei pazienti sono riportati 

nella Tabella 1.  

  

Valutazione dell’espressione di PPAR γγγγ in monocito/macrofagi di pazienti AR rispetto 

a donatori sani.  

 

Risultati precedentemente ottenuti in laboratorio (Amoroso et al., 2009) hanno dimostrato 

come l’espressione di PPARγ sia aumentata in pazienti CAD rispetto a donatori sani. 

Partendo da questo presupposto, siamo andati a valutare l’espressione costitutiva di 

PPARγ in monocito/macrofagi di 25 pazienti AR rispetto a 11 donatori sani. 

L’espressione costitutiva della proteina PPARγ risulta significativamente aumentata (circa 

3 volte) nei monocito/macrofagi dei pazienti AR (25) rispetto ai donatori sani (11). Fig.1A-

B. Infatti, nei monociti isolati dai pazienti AR e dai volontari sani, il rapporto PPARγ/β-

actina è pari a 0,52+0,06 e 0,19+0,02 rispettivamente (p<0,01); negli MDM (Fig.1C-D ) il 

rapporto PPARγ/β-actina è pari a 1,76+0,1 nei pazienti AR e 0,67+0,08 nei volontari sani 

(p<0,01). 

Considerato che al momento abbiamo reclutato 20 pazienti donne e solo 5 uomini, non 

abbiamo ancora potuto valutare una eventuale differenza di genere nell’espressione di 

PPARγ tra i pazienti affetti da AR. 

 

Valutazione del fold increase  dei livelli di mRNA di PPAR γγγγ in monocito/macrofagi di 

pazienti AR rispetto a donatori sani. 

 

Alcuni studi (Kawahito et al., 2000) hanno evidenziato un aumento dell’espressione del 

recettore PPARγ nei macrofagi infiltrati e nella sinovia dei pazienti affetti da AR; inoltre, 

elevati livelli di mRNA di PPARγ sono stati misurati negli adipociti e nel midollo osseo di 

pazienti AR (Jiang et al., 2008). 



Siamo andati quindi a valutare nel nostro modello, tramite real time PCR, l’aumento del 

livello di mRNA di PPARγ nei monocito/macrofagi di pazienti affetti da AR rispetto ai 

donatori sani. 

Come riportato nella Fig. 2 , i valori di mRNA di PPARγ è circa 4 volte superiore nei 

monociti dei pazienti AR rispetto ai donatori sani (posti uguale ad 1; ***p<0,05) (Fig. 2A ); 

negli MDM, l’aumento di PPARγ dei pazienti AR è circa 2 volte superiore rispetto ai 

donatori sani (*p<0,05). (Fig. 2B ). 

 

Valutazione dell’espressione di PPAR γγγγ in relazione alla scala di valori DAS28 

 

Il DAS28 è una scala di valutazione dell’attività della malattia reumatoide in un determinato 

momento, di largo utilizzo e ampiamente validata. I valori di riferimento e la numerosità di 

pazienti in una determinata fase di malattia sono riportati nella Tabella 2.  Considerata la 

bassa numerosità dei pazienti AR in fase di elevata attività della malattia (n =2; DAS > 5.1), 

abbiamo suddiviso i pazienti in tre gruppi, unificando quei pazienti in fase moderata ed 

elevata (per un totale, quindi, di 10 pazienti). 

 

 

 

 

Tab.2 Scala di valutazione dell’attività della malattia reumatoide. 

 

Siamo andati a valutare una possibile correlazione tra l’espressione di PPARγ  con i valori 

di DAS28. Come si vede in Fig. 3A  l’espressione della proteina PPARγ nei monociti dei 

pazienti in fase di remissione è superiore rispetto alle fasi di moderata e bassa attività 

della malattia; negli MDM l’espressione proteica di PPARγ sembra non subire significative 

variazioni in funzione della fase di attività della malattia (Fig. 3B ). Analogamente, 

valutando, in monociti e macrofagi, i livelli di mRNA di PPARγ in relazione al DAS28, non 

risulta alcuna differenza statisticamente significativa (Fig.  3C-D) all’interno delle tre fasi di 

attività dell’AR. 

 

Attività della malattia Valore  N. pazienti AR  

Fase di remissione < 2.6 9 

Fase di bassa attività 2.6-3.2 6 

Fase di moderata attività 3.2-5.1 8 

Fase di elevata attività >5.1 2 



Valutazione dell’attività di MMP-9 tramite zimograf ia in pazienti AR rispetto ai 

donatori sani 

 

Le metalloproteinasi svolgono un ruolo importante nello sviluppo della AR ed è stato 

ampiamente documentato che le cellule sinoviali contribuiscono alla degradazione del 

tessuto connettivo, rilasciando metalloproteinasi (Barry et al., 1996). Pertanto, siamo 

andati a valutare l’espressione di MMP-9 nei monocito/macrofagi di pazienti affetti da AR 

ai rispetto ai donatori sani. 

Come si evince dalla Figura 4 , i monociti isolati dai pazienti affetti da AR mostrano un 

aumento di 36 volte di MMP-9 rispetto ai donatori sani (**p < 0,001). Negli MDM di pazienti 

AR, l’espressione di MMP-9 è aumentata di circa 10 volte rispetto ai sani (**p < 0,001). 

 

 

Valutazione della produzione di anione superossido in pazienti AR rispetto ai 

donatori sani 

 

Come è dimostrato in Fig.5A-B , i monociti e gli MDM di pazienti affetti da AR producono 

spontaneamente maggiori quantità di anione superossido rispetto alle corrispondenti 

popolazioni cellulari di donatori sani (1,7+0,3 e 4,6+ 0,8 nmoli Citocromo C ridotto/106 

cellule/30 min, rispettivamente; p<0,01). Al contrario, la produzione di anione superossido 

indotta dal PMA (forbolo-12- miristato-13 acetato) non è significativamente modificata nei 

due gruppi. L’agonista endogeno di PPARγ, la PGJ2, utilizzata alla concentrazione di 10 

µM, inibisce significativamente il “burst” respiratorio evocato dal PMA sia nei monociti che 

negli MDM (Fig. 5C- D ). Negli MDM, inoltre, la PGJ2 si dimostra più efficace nell’inibire la 

produzione di anione superossido nei pazienti affetti da AR rispetto ai volontari sani (p 

*<0.01; Fig. 5D ). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Tabella 1 : Caratteristiche dei pazienti AR reclutati nello studio. 
 

 

 

N° SESSO ETA’ TERAPIA DAS28 

1 F 76 prednisone, salazopirina 

 
3.2 

2 F 74 metatrexato, prednisone 

 
2.61 

3 F 29 prednisone 3.33 

4 F 77 
leflunomide, prednisone, 

salazopirina 

 
4.12 

5 F 62 salazopirina, 

idrossiclorochina solfato 
4.2 

6 F 55 metatrexato 3.08 

7 M 67 
ciclosporina, prednisone, 

metatrexato, salazopirina 

 
2.59 

8 F 27 metatrexato, prednisone 

 
2.36 

9 F 56 
metatrexato,metilprednis

olone, plaquenil 

 
2.79 

10 F 70 

metatrexato, 

metilprednisolone, 

idrossiclorochina solfato  

1.25 

11 F 89 
adalimumab, metatrexato, 

prednisone 

 
3.98 

12 M 70 metatexato 

 
1.75 

13 M 32 
metilprednisolone l, 

salazopirina 

 
4.51 

14 F 58 metatrexato,prednisone 

 
2.25 

15 F 47 FANS 4.45 

16 M 55 deltacortene, salazopirina 

 
2.69 

17 F 77 metatrexato,prednisone 

 
4.45 

18 F 61 
ciclosporina, 

metilprednisolone  
0.63 

19 F 58 metatrexato,prednisone 

 
4.19 

20 F 67 FANS 2.24 

21 F 50 FANS 5.14 

22 F 70 metatrexato, etanercept 2.2 

23 F 71 salazopirina 3.01 

24 F 35 FANS 5.97 

25 F 68 Prednisone, metatrexato 3.11 
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Fig.1 : Espressione costitutiva di PPAR γγγγ in monocito/macrofagi isolati da donatori sani e pa zienti AR .  
In A: Western Blot di PPARγ e β-actina in monociti; in B: espressione semiquantitativa di PPARγ (∗ p< 0,01 
vs sani) nei monociti. In C: Western Blot di PPARγ e β-actina in MDM; D: espressione semiquantitativa di 
PPARγ (** p< 0,01 vs sani) in MDM. Medie + s.e.m. 
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Figura 2 
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Fig.2. Livelli di PPAR γγγγ mRNA in monocito/macrofagi isolati da donatori sani  e pazienti AR .  
In A: incremento di PPARγ mRNA nei monociti di pazienti AR vs donatori sani (***p<0,05); in B: incremento 
di PPARγ mRNA in MDM di pazienti AR vs donatori sani (*p<0,05). I valori del volontario sano sono posti =1. 
Medie + s.e.m. 
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Figura 3  
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Fig.3  .Valutazione dell’espressione di PPAR γγγγ in relazione al DAS28.   
Espressione semiquantitativa di PPARγ nei monociti (A) e MDM (B) di pazienti AR e donatori sani. Livelli di 
PPARγ mRNA nei monociti (C) e MDM (D) di pazienti AR rispetto ai sani (posti =1). Medie + s.e.m. 
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Figura 4 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig.4.  Espressione di MMP-9 in monocito/macrofagi di pazie nti AR e donatori sani.  I volontari sani 

sono posti =1. Medie + s.e.m ; **p<0,001 vs sani.  
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Figura 5 
 

 

Fig. 5. Produzione di anione superossido in monocit o/macrofagi di pazienti AR e donatori sani.  
Produzione spontanea ed indotta da PMA nei monociti (A) e MDM (B) di pazienti AR e di volontari sani. 
Effetto di PGJ2 sulla produzione di anione superossido indotta da PMA nei monociti (C) e MDM (D) di 
pazienti AR e volontari sani. Medie + s.e.m; *p <0,05 vs sani. 
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DISCUSSIONE 
 

Differenti studi clinici hanno dimostrato che lo stato infiammatorio cronico della AR 

aumenta il rischio di malattia aterosclerotica e che la coronaropatia (CAD) rappresenta la 

prima causa di morte nei pazienti AR (Van Doornum et al., 2002; Johon et al., 2003; 

Solomon et al., 2003). In particolare, la più alta incidenza di mortalità, per cause riferibili 

alle malattie coronariche (CAD) è stata riscontrata nelle giovani donne affette da AR 

(Myllykangas-Luosujarvi et al., 1995). In precedenza, nel nostro laboratorio, abbiamo 

evidenziato che l’espressione del recettore PPARγ nei monocito/macrofagi di pazienti CAD 

è più elevata nelle donne rispetto agli uomini, le quali presentano anche una ridotta 

liberazione spontanea di citochine pro-infiammatorie rispetto ai pazienti maschi (Amuroso 

et al., 2009). 

Considerata la relazione tra aterosclerosi e artrite reumatoide, durante quest’anno di 

dottorato ho iniziato a valutare una possibile differenza di genere nell’espressione del 

recettore PPARγ in pazienti affetti da AR. E’ ormai noto l’importante ruolo svolto da 

PPARγ nei processi infiammatori; infatti diversi studi hanno dimostrato come l’ espressione 

di questo recettore sia aumentata nelle malattie associate a un processo infiammatorio. 

Dati di letteratura mostrano come PPARγ sia più espresso nello strato di rivestimento 

sinoviale, nei macrofagi, nei fibroblasti, nelle cellule endoteliali, negli adipociti e nel midollo 

osseo di pazienti affetti da AR rispetto ad individui sani (Kawahito et al., 2000; Jiang et al., 

2008). 

Nei 25 pazienti affetti da AR finora da noi reclutati, l’espressione costitutiva della proteina 

PPARγ risulta aumentata di circa tre volte nei monociti e di circa due volte negli MDM, 

rispetto ai 11 volontari sani. Questo risultato è in buon accordo con quanto riportato da 

Jiang et al (2008), i quali documentano una elevata espressione di PPARγ nel midollo 

osseo di pazienti (soprattutto, oltre i 55 anni) affetti da AR, significativamente superiore a 

qulla dei volontari sani e dei pazienti affetti da osteoartrosi (Jiang et al., 2008). 

L’aumento dell’espressione di PPARγ nei pazienti affetti da AR potrebbe essere causato 

dallo stato infiammatorio tipico della patologia (Muller-Ladner et al., 2005) e quindi 

PPARγ potrebbe rappresentare un possibile marker del processo infiammatorio in atto. 

L’aumento dell’espressione PPARγ nei pazienti affetti da AR rispetto a donatori sani è 

supportata dai dati dell’espressione genica: infatti, nei monociti e negli MDM dei pazienti 

AR, l’espressione di PPARγ mRNA è superiore a quella dei volontari sani di quattro e due 

volte, rispettivamente.  

Pazienti AR 



Un’altra importante osservazione riguarda la correlazione tra l’espressione di PPARγ e 

l’attivita’ della malattia: l’espressione proteica del recettore nei monociti dei pazienti in fase 

di remissione della malattia risulta più alta rispetto a quelli in fase di bassa e moderata/alta 

attività della malattia, indicando così un possibile ruolo protettivo del recettore.  

Negli MDM dei pazienti AR invece sembra che l’espressione di PPARγ non subisca 

particolari variazioni significative nelle varie fasi di attività della malattia. 

L’AR è associata a stress ossidativo causato dalla perdita del fisiologico equilibrio fra la 

produzione e l’eliminazione dei radicali liberi dell’ossigeno il cui aumento causa un danno 

a livello della matrice extracellulare. Nel liquido sinoviale e nel siero di pazienti è possibile 

evidenziare aumentati livelli dei prodotti della perossidazione lipidica (Basu et al., 2001).  

Nel nostro studio, i monocito/macrofagi dei pazienti AR producono spontaneamente 

maggiori quantità di anione superossido rispetto ai donatori sani, confermando precedenti 

osservazioni del laboratorio (Brunelleschi et al., 1998). La produzione di anione 

superossido indotta da PMA non presenta differenze significative tra i pazienti AR e i 

donatori sani; tuttavia, è importante sottolineare come, negli MDM, la PGJ2 (10 µM), 

agonista del recettore PPARγ, è più efficace nell’inibire il “burst” respiratorio” nei pazienti 

AR rispetto ai sani. Questo dato ben si accorda a quanto evidenziato relativamente 

all’espressione di PPARγ: infatti, l’aumentata espressione di PPARγ nei pazienti AR 

rispetto ai sani potrebbe spiegare il maggior effetto inibitorio dell’agonista PGJ2 sulla 

produzione di anione superossido nei pazienti affetti da AR. 

Nella malattia reumatoide le cellule sinoviali contribuiscono alla degradazione del tessuto 

connettivo rilasciando in circolo metalloproteinasi, che causano la degradazione del 

tessuto connettivo (Barry et al., 1996). Studi in vitro hanno dimostrato l’aumentata attività 

delle metalloproteinasi nel liquido sinoviale di pazienti con AR e la loro capacità di 

denaturare tutti i componenti delle cartilagine (proteoglicano, laminina, fibronectina e 

collagene IV) (Clutterbuck et al., 2009). 

Valutando l’attività della MMP-9 nei monocito/macrofagi dei pazienti AR rispetto ai 

volontari sani, abbiamo documentato che i monociti di pazienti mostrano un aumento 

dell’attività di 36 volte di MMP-9 rispetto ai donatori sani, mentre negli MDM l’aumento è di 

circa 10 volte rispetto ai sani. Anche in questo caso, il dato ottenuto rispecchia lo stato di 

infiammazione generale tipico questa patologia. 

 

In conclusione il recettore PPARγ, sia a livello genomico che proteico, è maggiormente 

espresso nei monocito/macrofagi dei pazienti AR rispetto ai sani; inoltre, i monociti isolati 



da pazienti in fase di remissione della malattia presentano il più elevato aumento di 

espressione proteica di questo recettore. Pertanto, si potrebbe avanzare l’ipotesi che 

PPARγ possa rappresentare un marker del processo infiammatorio in atto nella AR e, visti 

i dati che correlano l’aumento dell’espressione del recettore alla fase di remissione della 

malattia, si potrebbe suggerirne il ruolo protettivo nell’AR. 

 

Per concludere lo studio e valutare una possibile differenza di genere, sarà necessario 

ampliare la numerosità dei pazienti di sesso maschile. Inoltre, stiamo attualmente 

valutando la capacità di agonisti di PPARγ, come la PGJ2, di interferire con la liberazione 

di citochine pro-infiammatorie e l’attivazione delle MMP-9, sia nel volontario sano che nel 

paziente AR. 

 

In questo secondo anno di dottorato, ho anche partecipato allo studio degli effetti anti-

infiammatori di NCX 6550, una pravastatina donatrice di nitrossido (NO), nei monocito/ 

macrofagi di volontari sani, valutandone gli effetti sul “release” di citochine, rispetto al 

farmaco d’origine pravastatina e ad altre molecole NO donatrici come l’isosorbide-5-

mononitrato (ISMN) e il sodio nitroprussiato (SNP) . 

Abbiamo dimostrato che NCX 6550 inibisce, in modo dose-dipendente (1nM-50µM), il 

rilascio, indotto da PMA, di TNF-α ed IL-6 in monocito/macrofagi, dimostrandosi più 

efficace delle altre molecole valutate. Si potrebbe, pertanto, ipotizzare che NCX 6550 

eserciti maggiori attività anti-infiammatorie in monocito/macrofagi umani che potrebbero 

derivare, almeno in parte, alle sue proprietà NO donatrici. Il lavoro è stato di recente 

pubblicato (Amoroso et al., 2010) su Pharmacological Research. 
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