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annuo), si realizza prevalentemente per ridotta formazione [5, 7]. I GC riducono infatti
la sintesi di fattori di crescita come IGF-1 e TGF-β, che sono fra i più importanti regola-
tori locali del metabolismo scheletrico [5]. Si ha poi l’inibizione diretta dei geni codifi-
canti per collagene di tipo 1, core-binding factor alpha subunità 1 (Cbfa-1), e proteina
morfogenetica ossea (BMP-2), che sono tutti fattori di trascrizione con un ruolo chiave
nella differenziazione osteoblastica [7].

All’inibizione a vari livelli dell’osteoblastogenesi, con riduzione del numero e funzio-
ne degli OB, sono da aggiungere gli effetti proapoptotici su tali cellule e, come recente-
mente documentato, anche quelli proapoptotici sugli osteociti [7, 9].

Gli osteociti, cellule osteoblastiche che hanno esaurito la loro funzione nelle unità di
rimodellamento osseo (BRU) e che vengono “murate” nella matrice mineralizzata, assu-
mono il ruolo di meccano-sensori deputati, attraverso i loro processi dendritici intraca-
nalicolari, a segnalare alle lining cells, presenti nelle BRU a riposo, la necessità di attiva-
zione per riparare i microdanni che si verificano nello scheletro [7, 9]. La loro apoptosi è
stata recentemente considerata uno dei meccanismi critici della GIO, responsabile del
rapido incremento del rischio di Fx e dell’insorgenza di osteonecrosi in pazienti in trat-
tamento cronico con GC [10].

Sono infine da segnalare nuovi aspetti che riguardano la risposta al trattamento con
GC, estremamente variabile da soggetto a soggetto, sia in termini d’efficacia clinica che di
effetti collaterali (e l’OP è inclusa fra questi ultimi) [2, 5]. Sono infatti state identificate
due isoforme dell’11β-idrossisteroido-deidrogenasi (11β-HSD), enzima che catalizza a
livello tissutale (cellule ossee incluse) l’interconversione del cortisone (inattivo) a cortiso-
lo (attivo) [11]. Il prevalere di una delle due isoforme, 11β-HSD1 attivante (cortisone →
cortisolo) o 11β-HSD2 disattivante (cortisolo → cortisone), ha un ruolo cruciale nella
regolazione, a livello prerecettoriale, del metabolismo e degli effetti sistemici dei GC [11].

La migliore comprensione della fisiopatologia della GIO ha consentito d’identificare in
alcuni effetti, come quelli proapoptotici sugli OC dei bisfosfonati (BF) [12], il razionale
dell’impiego e dell’efficacia di tali farmaci nella prevenzione e nel trattamento della GIO.

I tre articoli che analizzeremo prendono in considerazione alcuni fra gli aspetti più
nuovi di fisiopatologia della GIO: l’effetto proapoptotico dei GC su OB e osteociti e l’in-
terazione con tale effetto dell’aumentata espressione dell’11β-HSD2 [13], i parametri
istomorfometrici e le variazioni di tali parametri indotte dai BF [14] e l’effetto in vitro dei
BF sull’osteoblastogenesi [15].

Rassegna bibliografica

Effetti proapoptotici dei GC su OB e osteociti 
e loro conseguenze sulla resistenza del tessuto osseo

In questo studio [13] gli Autori (AA) hanno voluto dimostrare in vivo, sul modello ani-
male, gli effetti diretti dei GC su OB/osteociti. A tale scopo sono stati utilizzati topi resi
transgenici per l’over-espressione su OB e osteociti dell’11β-HSD2 e topi selvaggi (Wt). I
topi 11β-HSD2 e quelli Wt, trattati per 28 giorni con prednisolone (P) o con placebo (PL)
attraverso impianti sottocutanei a lento rilascio, venivano confrontati nei parametri di
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densità minerale ossea (BMD), di istomorfometria e di valutazione biomeccanica di resi-
stenza al carico.

L’analisi istomorfometrica veniva eseguita su sezioni di osso delle prime 4 vertebre
lombari, allo scopo di quantificare in situ l’apoptosi degli OB e degli osteociti.

La valutazione biomeccanica di resistenza al carico veniva effettuata sulla quinta ver-
tebra lombare il giorno in cui gli animali venivano sacrificati.

Risultati

Dopo trattamento con P per 28 giorni, i topi Wt e quelli 11β-HSD2 hanno mostrato una
riduzione (p<0,05) nei confronti del gruppo PL della BMD vertebrale, misurata con
metodica DXA, del tutto comparabile (Figura 3).

Figura 3. Variazioni della BMD vertebrale nei topi Wt ed in quelli 11β-HSD2 dopo impianto sottocuta-
neo di prednisolone; *p<0,05 vs placebo 
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Sia l’apoptosi degli OB (Figura 4A) che quella degli osteociti (Figura 4B) risultavano
invece significativamente aumentate (p<0,05) nei confronti del gruppo PL solo nei topi
Wt. Inoltre, nonostante la riduzione della BMD per effetto del trattamento con P fosse
risultata comparabile nei topi Wt e in quelli 11β-HSD2, la resistenza vertebrale al carico
era significativamente ridotta (p<0,05) rispetto a quella del gruppo PL solo nei topi Wt
(Figura 4C).

Commento

In questo studio è emerso che topi resi transgenici per l’enzima 11β-HSD2, enzima inat-
tivante i GC [11], erano protetti dall’effetto proapoptotico del P su OB e osteociti, risul-
tato in linea con precedenti studi in vitro che hanno mostrato che livelli farmacologici di
GC inducono apoptosi di OB e, più in generale, delle linee cellulari osteoblastiche ed
osteocitiche [7, 9, 10].
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La prevenzione dell’apoptosi degli osteociti nei topi 11β-HSD2 risulta associata, ina-
spettatamente, a un significativo mantenimento della resistenza ossea al carico (Figura
4C), inducendo gli AA a ipotizzare che gli osteociti contribuiscano alla resistenza ossea
in modo indipendente dalle variazioni di BMD. In accordo con questa ipotesi c’è l’evi-
denza clinica che l’incidenza di Fx aumenta rapidamente nei primi 3 mesi dopo l’inizio
della terapia con GC, anche in assenza di riduzioni significative di BMD. È inoltre docu-
mentato che le Fx indotte da GC si verificano per valori di BMD più elevati di quelli che
si osservano in pazienti con altri tipi di OP, suggerendo che gli effetti avversi dei GC sul-
l’osso possano essere conseguenti anche ad alterazioni di tipo qualitativo. La presenza di
numerosi osteociti apoptotici nell’osteonecrosi femorale in corso di terapia con GC [10]
fornisce ulteriori evidenze del ruolo di tali cellule nel determinismo della resistenza del
tessuto osseo.

Un altro interessante aspetto emerso è che la riduzione di BMD in concomitanza
con l’inizio del trattamento con P, del tutto comparabile nei topi transgenici e in quel-
li Wt, non sembra dipendere dall’effetto proapoptotico dei GC su OB e osteociti, ma
piuttosto dall’intervento di altri meccanismi, in particolare dall’attivazione del sistema
RANK-L/OPG [7, 8].

In conclusione, in questo lavoro si dimostra, per la prima volta in vivo, che OB e osteo-
citi sono bersagli diretti dell’azione proapoptotica dei GC e che la sopravvivenza degli
osteociti rappresenta un determinante indipendente della resistenza del tessuto osseo.

Figura 4. Vengono indicate al termine dell’esperimento l’apoptosi degli OB (A) e l’apoptosi degli osteociti
(B) nei ceppi Wt e in quelli 11β-HSD2, significativamente aumentate nei topi Wt (*p<0,05 vs placebo); in
tale ceppo la resistenza vertebrale al carico (C) risulta significativamente ridotta (*p<0,05 vs placebo)
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Parametri istomorfometrici della GIO e variazioni indotte dai BF

In questa rassegna di Dalle Carbonare e coll. [14] vengono analizzati, in studi condotti nel
modello animale e nell’uomo, i parametri istomorfometrici della GIO e le variazioni di
tali parametri conseguenti ai differenti trattamenti per la prevenzione e la terapia dell’OP.
Noi riporteremo per semplicità solo alcuni dei parametri esaminati.

Effetti dei GC sui parametri di formazione 

La ridotta formazione ossea si identifica come il più rilevante evento responsabile della
GIO. Un’esposizione cronica ai GC determina infatti una riduzione degli OB sia per
ridotta osteoblastogenesi che per aumentata apoptosi di tali cellule. La riduzione del
numero e della funzionalità degli OB è responsabile di ridotta sintesi di matrice ossea e
quindi della quota totale di osso che viene rimpiazzata in ogni ciclo di rimodellamento,
evidenziate in pazienti in trattamento con GC. La ridotta attività osteoblastica a livello
delle BRU (adjusted apposition rate) si accompagna dunque a riduzione della quota di
minerale depositato (mineral apposition rate), ridotto spessore del tessuto osteoide
(osteoid thickness) e ridotto spessore delle trabecole. Anche gli AA hanno dimostrato che
in pazienti con GIO, confrontati con pazienti con OP post-menopausale (PMO), sia
osteoid thickness che attività osteoblastica a livello tissutale (bone formation rate) e adju-
sted apposition rate sono significativamente ridotte (p<0,0005) (Figura 5).

Figura 5. Parametri di formazione nella GIO e nell’osteoporosi post-menopausale (PMO); *p<0,0005 vs PMO
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Oltre a una ridotta attività osteoblastica, vi è evidenza di un accorciamento del perio-
do di tempo durante il quale gli OB lavorano attivamente sintetizzando osteoide (active
formation period). A tale riguardo gli AA hanno trovato che dopo basse dosi cumulative
di GC (<10 g) si aveva un incremento del periodo totale di formazione (formation period)
con ridotta attività degli OB, mentre il periodo di lavoro attivo (active formation period)
degli OB si riduceva solo dopo alte dosi cumulative di GC (>10 g) (Figura 6).

Tutti questi risultati confermano che nella GIO gli OB lavorano meno e per un
periodo di tempo più breve, passando quindi una parte sproporzionatamente grande
della loro vita in uno stato di inattività (inactive period). Il risultato finale è che in
pazienti in trattamento con GC si assiste, rispetto ai controlli, a una riduzione di circa
il 32% (p<0,001) di alcuni parametri, tra i quali lo spessore trabecolare e il volume
osseo trabecolare.

Effetti dei GC sui parametri di riassorbimento 

Riguardo agli effetti dei GC sul riassorbimento, i risultati sono contrastanti. Solo alcuni
studi, fra i quali quelli condotti dagli AA, hanno evidenziato un aumento dei parametri
di riassorbimento, espressi come superficie di riassorbimento (eroded surface) e numero
di OC, in pazienti con GIO confrontati con pazienti con PMO (Figura 7). La difformità
di risultati potrebbe derivare dal fatto che, come è stato suggerito, il riassorbimento
aumenta solo transitoriamente nelle prime fasi del trattamento con GC.

Figura 6. Attività osteoblastica e terapia steroidea: effetti della dose cumulativa di GC sul periodo totale di
formazione, su quello di lavoro attivo e su quello di inattività
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Effetti dei GC sui parametri di microarchitettura

Pochi studi hanno valutato specificamente la struttura trabecolare e la microarchitettura
nella GIO. Tuttavia, la disponibilità di metodiche più accurate ha permesso di valutare
meglio la “connettività”, cioè l’aspetto specifico della microarchitettura del tessuto osseo,
che analizza i diversi tipi di connessioni trabecolari. Da uno studio che ha confrontato
pazienti in trattamento con GC e controlli, sono emersi, nei primi, aspetti di disorganiz-
zazione delle interconnessioni trabecolari. In un altro studio che ha invece confrontato
pazienti con OP idiopatica e pazienti con GIO, sono stati proposti differenti meccanismi
alla base dei due tipi di OP. Infatti, anche se entrambi i tipi di OP erano caratterizzati da
una riduzione di volume osseo trabecolare sovrapponibile, in quella idiopatica si osser-
vava un aumento delle perforazioni trabecolari più precoce, mentre nella GIO si assiste-
va a un assottigliamento progressivo delle trabecole in assenza di perforazioni, aspetto
questo considerato come la più rilevante alterazione microarchitetturale nella GIO.

Gli AA peraltro, confrontando donne di pari età con GIO e con PMO, hanno trova-
to importanti alterazioni microarchitetturali, con trabecole più assottigliate e un numero
maggiore di interruzioni nelle loro interconnessioni, solo nelle pazienti con GIO che ave-
vano assunto una dose cumulativa superiore a 10 g. Queste osservazioni suggeriscono
una possibile soglia oltre la quale, anche dopo la sospensione dei GC, il recupero di massa
ossea diviene impossibile.

Effetti del trattamento sui parametri istomorfometrici

Il meccanismo d’azione dei farmaci antiriassorbitivi, in particolare dei BF che rappresen-
tano la classe di farmaci più utilizzata nella GIO, non è stato ancora completamente chia-
rito. È comunque evidente che tali farmaci diminuiscono l’incidenza di Fx in modo spro-
porzionato rispetto all’incremento di BMD. Varie ipotesi sono state formulate a tal pro-
posito. È stato recentemente dimostrato, in studi condotti nei topi, che i BF inibiscono l’a-
poptosi di OB e osteociti indotta da GC: l’aumentata sopravvivenza di OB e osteociti, pro-
lungando l’attività lavorativa di tali cellule, può contribuire, più degli effetti antiriassorbi-
tivi, a ridurre il numero e l’attività delle BRU.

Figura 7. Parametri di riassorbimento nella GIO e nella PMO. OC= osteoclasti; BS= superficie ossea;
*p<0,005 vs PMO, **p<0,05 vs PMO
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L’efficacia dei BF potrebbe essere legata anche all’incremento del grado medio di
mineralizzazione dell’osso. La formazione ossea è un processo che si realizza in vari stadi.
Inizialmente viene sintetizzata matrice osteoide che successivamente va incontro al pro-
cesso di mineralizzazione (mineralizzazione primaria). Dopo che le lacune di riassorbi-
mento delle BRU si sono completamente riempite, inizia la mineralizzazione secondaria.
Questo processo, che aggiunge progressivamente alla matrice ossea il 50-60% del suo
contenuto minerale, consiste in una graduale maturazione della componente minerale,
caratterizzata da aumento della quantità e dimensioni dei cristalli di apatite fino alle loro
dimensioni massime. Conseguentemente, tutte le condizioni o terapie che inducono un
marcato rallentamento del turnover osseo, possono aumentare il grado di mineralizza-
zione secondaria, aumentando il grado medio di mineralizzazione. Questa ipotesi sem-
bra essere confermata dagli AA in ratti trattati con risedronato (RIS) rispetto a quelli trat-
tati con soli GC (dati non pubblicati). Anche in babbuini ovariectomizzati trattati con
alendronato (ALN), il grado di mineralizzazione del tessuto osseo è risultato significati-
vamente più elevato di quello dei babbuini ovariectomizzati, ma non trattati, e del tutto
simile a quello dei controlli. Un aumento del grado di mineralizzazione è stato osservato
anche in donne con PMO trattate con ALN.

Questi risultati potrebbero spiegare l’incremento di resistenza ossea, sproporzionato
rispetto alle variazioni del volume osseo, osservato dopo trattamento con BF.

Commento

In questa rassegna di studi istomorfometrici nella GIO, condotti nell’animale e nell’uo-
mo, viene suggerito che la riduzione della funzione degli OB, con un accorciamento del
loro periodo di lavoro attivo, può rappresentare il più rilevante meccanismo responsabi-
le della riduzione di massa ossea in questo tipo di OP. Per ciò che riguarda i parametri
microarchitetturali, viene documentato un assottigliamento trabecolare con conseguen-
te riduzione del volume osseo, ma in assenza di perforazioni, che si verificano solo dopo
alte dosi cumulative di GC (>10 g).

I BF, considerati farmaci di prima scelta nella prevenzione e terapia della GIO, sem-
brerebbero operare non solo attraverso l’effetto antiriassorbitivo che li caratterizza, ma
anche prolungando la sopravvivenza di OB e osteociti [12] e il periodo di lavoro attivo
degli OB, con un allungamento del tempo disponibile per la mineralizzazione seconda-
ria. Anche se non ancora confermata, questa ipotesi potrebbe essere alla base di un ulte-
riore meccanismo d’azione dei BF.

Effetti in vitro dei BF sulla proliferazione e sulla differenziazione 
osteoblastica di cellule stromali midollari umane

Nello studio di von Knoch e coll. [15] viene valutato in vitro il possibile effetto anabolico
di ALN e RIS, farmaci di prima scelta nel trattamento della PMO e della GIO, e di zole-
dronato (ZOL), un BF diffusamente utilizzato nelle malattie onco-ematologiche.

Nell’introduzione gli AA fanno riferimento all’efficacia dei BF, dimostrata nel model-
lo animale e in recenti studi clinici, nel migliorare la fissazione e durata delle protesi, attra-
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verso l’inibizione del riassorbimento osseo periprotesico indotto dalla liberazione di
detriti nell’interfaccia osso-impianto. Sebbene il principale meccanismo d’azione dei BF
sia rappresentato dall’inibizione del riassorbimento osseo a opera degli OC, sempre
maggiore è la documentazione, almeno in vitro, di una possibile azione anabolica con
un effetto diretto sugli OB, attraverso uno stimolo alla proliferazione e maturazione e
una inibizione dell’apoptosi. Gli effetti dei BF sulle prime fasi della differenziazione
osteoblastica non sono ancora ben definiti; i precursori degli OB derivano da cellule
stromali del midollo osseo (BMSC), cellule pluripotenti con elevato potenziale differen-
ziativo in OB, adipociti, fibroblasti e miociti. Poiché le BMSC umane hanno un ruolo
critico nell’equilibrio dinamico del turnover osseo, appare di primaria importanza capi-
re come i BF interagiscano con queste cellule. L’obiettivo dello studio è stato dunque
quello di valutare gli effetti di ALN, RIS e ZOL sulla proliferazione e sulla differenzia-
zione in senso osteogenico delle BMSC.

Nel modello in vitro sono state utilizzate BMSC umane, provenienti dal midollo osseo
femorale di 4 pazienti che avevano subito un intervento di artroplastica totale dell’anca
per osteoartrosi primaria. Le tecniche utilizzate sono descritte in dettaglio nella sezione
“Materiali e metodi” dell’articolo: noi ci limitiamo a descriverne gli aspetti più rilevanti.
Le BMSC, opportunamente trattate, sono state messe in coltura con i tre BF diluiti a
10-8 M; come controllo sono state utilizzate BMSC incubate nel solo mezzo di coltura.
Tra i numerosi parametri valutati ai giorni 7, 14 e 21, riportiamo i risultati che si riferi-
scono alla proliferazione cellulare, all’attività di fosfatasi alcalina (FA), espressione della
differenziazione delle BMSC in senso osteoblastico, all’espressione da parte delle stesse
BMSC di geni codificanti per BMP-2, Cbfa-1 e collagene di tipo 1, considerati tutti spe-
cifici per la differenziazione osteogenica delle BMSC.

Per quanto riguarda la proliferazione cellulare (Figura 8), ALN, RIS e ZOL hanno
determinato un significativo incremento della proliferazione delle BMSC rispetto al con-

Figura 8. Proliferazione delle BMSC ai vari tempi di incubazione con BF. I risultati sono espressi come
media±errore standard; *p<0,05 vs controllo
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trollo; più esattamente, l’incremento determinato da ALN è stato pari al 14% ai giorni 7 e
14 (p<0,05), quello di RIS è stato pari al 16% ai giorni 7 e 14 (p<0,0001) e infine, per ZOL,
si è avuto un incremento del 15% e del 14% ai giorni 7 e 14 rispettivamente (p<0,05).

Per quanto riguarda l’attività di FA (Tabella I), quando le BMSC sono state conside-
rate nel loro insieme, non sono emerse differenze significative tra quelle trattate e il con-
trollo, mentre sono emerse differenze verso una differenziazione osteoblastica, donato-
re- e farmaco-specifiche (per esempio, BMSC provenienti dal donatore 1 hanno mostra-
to un aumento dell’attività di FA fino al 24% dopo 7 gg dal trattamento con ALN, men-
tre BMSC provenienti dal donatore 2 hanno mostrato un incremento fino al 20% dopo
14 giorni dal trattamento con ZOL).

Per ciò che riguarda poi l’espressione dei geni  codificanti per BMP-2, Cbfa-1 e colla-
gene di tipo 1, è stata evidenziata una  up-regolazione di tali geni rispetto al controllo nelle
BMSC trattate con BF. È da sottolineare che l’espressione dei vari geni variava in rappor-
to a: 1) giorni di coltura, 2) tipo di BF, con effetti maggiori evidenziati dal trattamento con
ZOL sull’espressione di tutti e tre i geni valutati, 3) tipo di donatore (Figura 9).

Commento

In questo studio in vitro gli AA dimostrano che ZOL, RIS e ALN hanno un effetto ana-
bolico sugli OB stimolando la proliferazione e la differenziazione osteoblastica delle
BMSC. Le BMSC, per la loro capacità differenziativa pluripotente, rappresentano un ber-
saglio clinicamente e terapeuticamente appropriato e in particolare la scelta di BMSC
provenienti dal midollo osseo femorale di pazienti anziani (e quindi rappresentative della
popolazione bersaglio degli effetti terapeutici dei BF) è sotto questo profilo particolar-
mente rilevante. Gli AA sottolineano come ZOL, RIS, ALN stimolino la proliferazio-
ne e differenziazione delle BMSC verso la linea osteoblastica in modo tempo- e far-
maco-dipendente, up-regolando la cascata di geni specifici come BMP-2, Cbfa-1 e col-
lagene tipo 1, con un incremento della proliferazione delle BMSC, significativo dopo
14 giorni dall’inizio del trattamento.

Tabella 1. Attività di FA (come frazione del controllo) nelle BMSC provenienti
dai differenti donatori, ai vari tempi di incubazione con ALN, RIS e ZOL

Donatore ALN RIS ZOL

giorno 7 1 1,24 0,93 0,88
2 0,63 0,73 0,61
3 0,92 0,85 0,84
Media 0,93±0,18 0,84±0,06 0,78±0,09

giorno 14  1 0,89 1,03 0,98
2 0,76 0,83 1,20
3 0,92 0,79 0,80
Media 0,86±0,05 0,88±0,07 0,99±0,12

Mod. da [15]
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Figura 9. Espressione (come frazione del controllo) nelle BMSC provenienti dai differenti donatori, ai vari
tempi di incubazione con ALN, RIS e ZOL, della BMP-2 (donatore 1) in A; del collagene di tipo 1 (donato-
re 2) in B; del Cbfa-1 (donatore 2) in C

Mod. da [15]
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Il maggior effetto di ZOL sulla differenziazione osteoblastica delle BMSC riflette
potenzialmente la più elevata efficacia biologica di questo farmaco, ma può anche essere
espressione della variabilità del potenziale osteogenico delle BMSC dei singoli donatori e
di quello dei differenti cloni cellulari nell’ambito del singolo donatore.

Come gli AA sottolineano, l’esatto meccanismo degli effetti anabolici dei BF sulla
proliferazione e differenziazione osteogenica delle BMSC non è ancora del tutto chiari-
to ma questo, come altri studi, appare confermare che i BF promuovano l’espressione
genica di fattori di trascrizione fondamentali per la differenziazione osteoblastica quali
BMP-2 e Cbfa-1.

Ulteriori conferme sono necessarie per stabilire se i risultati ottenuti in vitro in que-
sto e in altri studi possano essere riproducibili in vivo.

In particolare, non è chiaro se l’effetto osteogenico in vitro possa tradursi in un mag-
gior contenuto minerale osseo e in una struttura ossea più resistente in vivo: in altre paro-
le, se l’uso dei BF possa tradursi, nella pratica clinica, in una migliore qualità dell’osso e
in un guadagno di massa ossea (effetto anabolico).

Se confermati in vivo, gli effetti anabolici dei BF potrebbero accelerare in modo
significativo la guarigione delle Fx e, nel caso di impianti protesici, favorire il riempi-
mento della porosità ossea periprotesica, con migliore stabilità e durata delle protesi stes-
se, aspetto questo già segnalato in alcuni studi clinici. Altra conseguenza del possibile
effetto anabolico, ancor più rilevante nell’ambito del trattamento dell’OP, è che i BF
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potrebbero essere utilizzati a lungo, con minori perplessità su una possibile interferenza
con la mineralizzazione e sulla perdita di efficacia nel tempo, per il momento comun-
que non dimostrate.

Lo stimolo alla formazione ossea a opera degli OB e l’inibizione della loro apo-
ptosi, documentata almeno in vitro [12], in aggiunta agli effetti sul riassorbimento a
opera degli OC, confermerebbero i BF come farmaci di prima scelta nella prevenzio-
ne e terapia della GIO.
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