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Alterazioni istopatologiche e correlati sierici néliversi subsets clinici delle spondiloartriti siemegative

Introduzione le spondiloartriti sieronegative (SpA) costitwso un gruppo eterogeneo di condizioni accomuna-
te da alcune similitudini cliniche. Nelle SpA addressamento prevalentemente periferico, in coirsotdte la
membrana sinoviale € I'organo bersaglio principhtestudio delle caratteristiche dell'infiltrataofjistico e del-

la componente stromale a livello della membranasale si € rivelato utile sia per la comprenside¢ mecca-
nismi eziopatogenetici, sia per la stratificaziatirica, prognostica e di risposta alla terapiapgienti.

Scopo dello studigiconoscimento di eventuali caratteristiche imorigtologiche specifiche che permettano la diagnosi
differenziale tra le SpA e I'artrite reumatoide (PR nelllambito delle SpA, tra i diversi sottogpudiagnostici; ricerca di
biomarcatori sistemici in grado di riflettere l@misita e la composizione dell'infiltrato infiammadosinoviale.

Materiali e metodi analisi immunoistochimica di biopsie sinoviali, leneate da 39 pazienti affetti da SpA, a
confronto con una coorte storica di 59 pazienti &8 mediante marcature con anticorpi anti-CD2((iclenti-
ficano i linfociti B), anti-CD68 (macrofagi), anGD3 (linfociti T) e anti-CD21 (cellule follicoladendritiche).
Risultati I'entita dell'infiltrato flogistico sembra essem®rrelata, non tanto alla diagnosi, ma all’estensi
della malattia, in quanto I'aggregazione T-B cealhal € incrementata nelle artriti ad interessampatiartico-
lare indipendentemente dalla categoria diagnogd€&a o SpA). Invece, Iscoremacrofagico correla signifi-
cativamente con l'attivita di malattia sistemicapeessa dagli indici di fase acuta VES e PCR.

Discussioneil quadro istopatologico appare conservato neflettro delle artriti infiammatorie croniche,
tuttavia I'attuale stratificazione diagnostica nanincide del tutto con una stratificazione clinico-
patologica basata sul grado di interessamentocdatie.

Istopathological characteristics and serum corrétats in different clinical subsets of seronegatsjgondyloarthropathies

Background seronegative spondyloarthropaties (SpA) are augrof different conditions, which share
some clinical characteristics. In SpA with prevdlgeripheral involvement, inflammatory arthritissha
synovial membrane as main target. The immunocytmited study of synovial membrane is important
both for the comprehension of its etiopathogenasis for clinical and prognostic stratification ddtgents,
finally it's also useful for the assessment of theponse to different treatments.

Objectivesidentification of some immune and histologicahrdrcteristics for the differential diagnosis betwee
rheumatoid arthritis (RA) and SpA, and between S$ifferent diagnostic subgroups; finding of systerhio-
markers able to reflect the intensity and the casitjpm of the synovial inflammatory infiltrate.



Laura Zanisi et al.

Materials and ethodsimmunocytochemistry of synovial membranes fromp28ients affected by SpA vs 59
patients with RA, by staining with anti-CD20 (whidatentify B lymphocytes), anti CD68 (macrophagesiti-
CD3 (T lymphocytes), and anti-CD21 (dendritic folliar cells) antibodies.

Results the amount of inflammatory infiltrate seems to fe¢ated to the disease extent, but not to the
diagnosis, as B-T aggregation increases in arthwith polyarticular involvement and it doesn’t eyl

on diagnosis (SpA or RA). Otherwise, macrophageesés significantly related to systemic disease ac-
tivity, expressed by acute phase indexes (ESR &Rd)C

Conclusionsit appears histopathological features were corestiin the spectrum of chronic inflamma-
tory arthritis, however to date diagnostic stratfiion is not coincident at all with clinical andtpolog-
ical stratification, based on the grade of jointdtvement.

Introduzione

Le spondiloartriti sieronegative (SpA) sono un groipli patologie infammatorie croniche caratteriegza
da infammazione, spesso asimmetrica, delle aazomhi sinoviali. Sono definite sieronegative aszau
dellassenza del fattore reumatoide (FR). Sonaus&inelle SpA cinque condizioni differenti: I'atri
psoriasica (PsA), la spondilite anchilosante (A@)irite reattiva (ReA) o sindrome di Reiter, kate
associata alle malattie infiammatorie intestin®D) e le spondiloartriti indifferenziate (uSpA)][1

Gli aspetti comuni piu caratteristici di queste ataé sono rappresentati da: assenza di fattore reu
matoide e anticorpi anti-peptide citrullinato; asze dei noduli reumatoidi nel sottocutaneo; artrite
inflammatoria periferica, di solito asimmetricaliagyti inferiori; sacroileite radiologicamente evi
dente; entesiti (infiammazione al sito di inseraatei tendini, legamenti e capsule articolari sulla
superficie dell’osso), tendiniti o dattilite; maegtazioni cutanee (psoriasi, pustolosi, cheratoiderm
blenorragica, eritema nodoso, pioderma gangrenasajlari (uveite, congiuntivite, episclerite) e
mucose (ulcere orali, intestinali, genitali), métinfiammatoria intestinale, uretrite, cerviciée
tromboflebite. La stretta associazione con l'alldleA-B27 ha ulteriormente supportato I'ipotesi di
accomunare queste differenti condizioni in un urgcappo. La proporzione di pazienti positivi per
I'allele HLA-B27 tuttavia varia dal 95% nella spadlig anchilosante al 70-80% nell'artrite reattiva,
dal 50% nell’artrite psoriasica e associata allB,IBon sacroileite/spondilite, al 70-84% nelle uSpA
[2]. E stata inoltre dimostrata aggregazione faardiper la psoriasi, la sacroileite, la spondilite,
l'uveite, I'enterite e la sindrome di Reiter, noéalna forte ereditarieta [3].

| soggetti con SpA possono essere distinti in ke presentazione clinica in pazienti con pre-
dominante interessamento assiale o periferico, rebcd nuovi criteri sviluppati e validati
dall’ASAS (Assessment of SpondyloArthritis International S9tigt]. | criteri ASAS per la SpA
periferica possono essere applicati a pazientiastiite periferica (di solito asimmetrica e predo-
minante agli arti inferiori) o entesite o dattiliten aggiunta, deve essere presente almeno una ca-
ratteristica tra le seguenti: uveite, HLA-B27, prdente infezione genitourinaria o gastroenterica,
psoriasi, malattia inflammatoria intestinale, sdleite documentata dalle radiografie o dalla RM.
In alternativa, devono presentarsi almeno due tsaguenti elementi: artrite, entesite, dattilite,
malattia inflammatoria intestinale, storia famibguositiva per SpA (Figura 1).

La sinovite periferica nelle spondiloartriti sierayative

La membrana sinoviale rappresenta la sede prirecgball’insulto flogistico in corso di artrite creni
ca. Di notevole interesse risulta lo studio istopadico focalizzato sulla distribuzione e prevalenz
della componente stromale ed infiltrativa a livediella membrana sinoviale. Lo studio delle biopsie
sinoviali ha fornito infatti importanti informaziersui meccanismi patogenetici delle malattie in-
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fiammatorie croniche articolari e il grado di ris@ dei pazienti al trattamento con DMARLCEH-(
sease Modifying Anti-Rheumatic DryigQuesti risultati supportano l'uso di campionindémbrana
sinoviale come marcatori surrogati in studi cheuteaho nuove terapie in piccole coorti di pazienti
[5]. Infine, lo studio delle alterazioni cellulaigtologiche e molecolari della sinovite pud rismé

di centrale importanza per lo sviluppo di nuovustenti diagnostici e prognostici.

In genere nelle artriti ilining intimale € marcatamente ispessito, soprattuttawsa& di un incre-
mento dei macrofagi CD68+, mentresiiblining & ampiamente infiltrato di linfociti B e T, pla-
smacellule e macrofagi, con edema stromale e pralfione dei vasi sanguigni. Inoltre, si riscon-
tra un’aumentata produzione di differenti citocheBespressione diffusa di molecole di adesione
cellulare. In particolare, la membrana sinovialden8pA é caratterizzata da iperplasia lieing
meno pronunciata e un numero minore di monocititoiagi rispetto all’artrite reumatoide (AR)
[6]. Nonostante la psoriasi e la PsA siano ritermaggliate da un meccanismo T-dipendente, nella
sinovia sono riportati livelli inferiori di linfodi T, in confronto allAR, ma & stata dimostrata
un’espansione oligoclonale T-cellulare che sardilzebase dell’infiammazione.

Nel tessuto sinoviale & stato osservata una vaszoéaione maggiore rispetto al’AR e caratte-
rizzata macroscopicamente da vasi sanguigni torfupsL’espressione di VEGF{ascular En-
dothelial Growth Factay, insieme ad altri marcatori angiogenetici, qubfattore di von Wille-
brand, I'integrinaaVB3 e il BFGF Basic Fibroblast Growth Factdr € aumentata [8]. | vasi san-
guigni nella sinovia reumatoide e delle SpA espnmaliverse molecole di adesione, come
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, coinvolte nell’adesi® leucocitaria e nella diapedesi.

Si ritiene che la degradazione cartilaginea e osseanediata dalle metalloproteinasi di matrice
(MMPs), largamente presenti sia nel’lAR che nel®APIn particolare, un’elevata espressione di
MMPs e stata associata a malattia piu erosivalrj€tti, la distruzione articolare & progressivaaln
meno la meta dei pazienti con PsA e il danno ddieoradiologicamente evidente & sovrapponibile a
guanto osservato nell’AR [10]. Infine, una carastigza di spicco della sinovia reumatoide e nea P

e I'espressione abbondante di citochine proinfiaton, tra le quali TNFe, IL-1p, IL-6 e IL-18.

In conclusione, considerando globalmente questenasaoni, I'infiltrato sinoviale in entrambe le
condizioni mostra piu similitudini che differenzanche se la sinovia della PsA pud mostrare
un’iperplasia sinoviale ddihing meno pronunciata e meno cellule T sinoviali rigpatl’AR [8].

Al contrario, Kruithofet al. [11] hanno concluso che la sinovite nelle SpA &ttarizzata, rispetto
all’AR, da una maggiore vascolarizzazione e irditione di macrofagi CD163+ e leucociti polimor-
fonucleati (PMNSs), mentre i valori di iperplasial dming, aggregati linfoidi, cellule dendritiche
CD83+ sono inferiori.Tutti i parametri istopatologanalizzati in questo studio mostravano un ampio
rangedi scoresall'interno del gruppo delle SpA, che riflettertia variabilita interindividuale. Infat-

ti, non sono state osservate differenze signifieatié tra la PSA e SpA non psoriasiche, né traha P
ad interessamento oligoarticolare e poliarticol®@eesti dati indicano che l'istopatologia sinoviale
della PsA, sia oligoarticolare che poliarticolagesimile a quella degli altri sottotipi di SpA, nten
queste ultime possono essere differenziate dalilABase ad alcune caratteristiche sinoviali.

Nella sinovia reumatoide si riscontra anche unbtieogenesi ectopica, responsabile dello sviluppo
locale antigene-dipendente delle cellule B e deltaduzione di autoanticorpi. Per linfoneogenesi ec-
topica si intende I'organizzazione delle cellule B in centri germinativi competenti [12]. Aggreigat
linfoidi con dimensioni e grado di organizzazioraiabili non sono specifici del’AR, ma sono stati
descritti anche nelle biopsie sinoviali dei pazienn PsA da Cafiete J& al [13]. Infatti, si puo os-
servare una ben definita segregazione B/T celluiangarticolar modo negli aggregati piu grandi.
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Sulla base delle analogie strutturali e molecolexii centri germinativi nei tessuti linfoidi e la
linfoneogenesi nella sinovite reumatoide [14, KbJsitiene che gli infiltrati linfoidi possano rive
stire un ruolo nello sviluppo locale dei linfociB antigene-mediato e nelle risposte auto-
anticorpali. Potrebbero anche contribuire alla enéazione antigenica, alla costimolazione delle
cellule T e alla sintesi di mediatori solubili. Ame nella PSA é stata ipotizzata I'espansione clona-
le delle cellule B e T sinoviali a supporto di urogesso locale antigene-mediato, ma, a differenza
dell’AR, la mancanza di autoanticorpi rilevabilinge dubbio il ruolo dei linfociti B.

Le strutture linfoneogenetiche non sembrano indicersubsetclinico particolare, ma possono scom-
parire dopo la completa remissione della malattgoita da terapie anti-TNE mentre ilpatternlin-
foneogenetico rimane stabile nella sinovite pezsist. Come ipotizzato nel’AR, la linfoneogenesi
sinoviale non é correlata alla durata o severiténdiattia. Invece, al contrario di quanto dimostrat
nellAR, in cui la presenza del FR é stata assacammaggior aggregazione degli infiltrati, & skta
sclusa un’associazione tra positivita per FR e@@ e linfoneogenesi [13].

Infine, & ancora oggetto di approfondimento seen8pA le caratteristiche istopatologiche della
membrana sinoviale riflettano I'attivita di malatsistemica. Lo studio di BeatendDal.[16] inda-

ga se le caratteristiche istopatologiche sinoviflettano specifici fenotipi clinici e/o I'attiva glo-
bale di malattia. Nelle SpA I'attivita globale diahattia sembra essere associata essenzialmente con
l'infiltrato infiammatorio di macrofagi — specialmte i CD163+ — e di PMNs, nonché con il grado
di iperplasia delining, indipendentemente dal sottotipo di SpA, dal &ranto e dalla durata di
malattia. In conclusione, dato che la correlazivaeattivita di malattia globale e istopatologiacsi
viale & piu robusta nelle SpA che nell’AR [17], eecprecedenti studi hanno dimostrato una ridu-
zione dei macrofagi e PMNs in risposta agli antiFiNI'istopatologia sinoviale pud essere propo-
sta come un marcatore surrogato nella valutazioneale terapie mirate per le SpA.

Scopo del lavoro

Lo scopo del nostro studio e stabilire se nelle Sig#io riconoscibili caratteristiche immuno-istatdge
specifiche che differenziano questo gruppo ditaimrfiammatorie dall’AR e se, nellambito delle &p
esistano parametri sinoviali in grado di distinguediversi sottogruppi diagnostici. Sono statdtieo
indagate le possibili ripercussioni sistemichediegrsi tipi di sinovite, alla ricerca di biomarodtcapa-
ci di riflettere l'intensita e la composizione delfiltrato infiammatorio sinoviale.

Materiali e metodi

Pazienti

Per lo studio sono stati selezionati 39 pazienéib@lla 1), di cui 22 affetti da PsA e 17 affetti da
SpA periferica non psoriasica (1 AS + 16 uSpA)akignti sono stati classificati secondo i criteri
CASPAR per la diagnosi di PsA [18]. Di questi, X&amo maschi, 22 femmine, con un’eta media
di 47.2 (compresa tra 17 e 82 anni)radhgedi durata della malattia dei pazienti era comprteao

2 e 300 mesi (25 anni), con una durata median&dn8si. Al momento del prelievo di tessuto
sinoviale, i pazienti erano in trattamento con FAN&roidi e/o uno o piut DMARDs, tra i quali
methotrexate, sulfasalazina e idrossiclorochina.m@mento del prelievo, sono stati raccolti i
principali parametri di malattia clinimetrici, clici, radiografici e di laboratorio.
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Ci si e avvalsi come confronto di una coorte stodostituita da 59 pazienti affetti da AR (Tab@ljase-
condo i criteri dellAmerican College of Rheumatologgl 1987 [19], di cui 17 maschi e 42 femmine, con
eta mediana di 61 anni.ringedi durata della malattia dei pazienti era comptes@ e 300 mesi, con una
durata mediana di 41 mesi. Al momento del preligvtiessuto sinoviale, i pazienti erano in trattaioen
con FANS, steroidi e/o uno o piu DMARDS, tra i qumakthotrexate, sulfasalazina, idrossiclorochite: e
flunomide. Cinque pazienti erano in trattamentofeommaci biologici (infliximab, etanercept e abaipi).

Immunoistochimica

| campioni di tessuto sinoviale sono stati raccditrante interventi di biopsia sinoviale eco-
guidata o artroscopica e sinoviectomia artroscopigdirurgica. Mediante campionamento ca-
suale si sono ottenuti 39 campioni di membranasaie, di cui 35 prelevati dal ginocchio, 2
dalle MCF e 2 dalle IFP. Gli interventi sono stefiettuati a fini diagnostici o terapeutici previo
consenso informato da parte del paziente, con f@mzione del comitato etico.

Tutti i tessuti sono stati fissati in formalina &t ore, deidratati mediante etanolo a concentnazio
crescenti ed inclusi in blocchetti indipendentipdiraffina. | tessuti tonsillari inflammati, necegsa
come controllo positivo per le analisi immunoistimsithe, sono stati ottenuti da pazienti sottopasti
tonsillectomia, successivamente fissati in forrmeaakal inclusi in blocchetti indipendenti di paraffin
Tramite il taglio al microtomo si sono ottenute isak sequenziali di 4-um di spessore, che sono
state raccolte su vetrini silanati Superfrost FRBH, Poole, UK) e lasciate essiccare per 48 amaci

a temperatura ambiente oppure in stufa a 37° pard2Una sezione di ogni tessuto & stata subito
contro-colorata in ematossilina ed eosina (EE)téidaata per le valutazioni istologiche.

Le sezioni sequenziali sono state marcate utildaanseguenti anticorpi primari (Dako, Cambridge,
UK), al fine di identificare le differenti cellulenmuni: le cellule dentritiche follicolari con Moniwmnal
Mouse Anti-Human CD21 (IgG1k, clone 1F8; diluiziobg00), le cellule B con Monoclonal Mouse
Anti-Human CD20 (IgG2b, clone L26; diluizione 1:300 macrofagi con Monoclonal Mouse Anti-
Human CD68 (IgG3; diluizione 1:150) e le celluledn Polyclonal Rabbit Anti-Human CD3 (A0452;
diluizione 1:50). Gli anticorpi primari sono statiiluppati per il CD20, il CD21 e il CD68 con appro
priati anticorpi secondari F(ab’)2 dabbit anti-mousebiotinilati (Dako, diluizione 1:200), incubati con
fosfatasi alcalina coniugata con streptavidina (AB€Ector Laboratories, Burlingame, California, USA,
AK-5000). Per il CD3 sono stati utilizzate immunaigliline (Ig) diswine anti-rabbit(Dako, diluizione
1:50), incubate con perossidasi biotinilata corimgan streptavidina (Dako KO377).

La valutazione istologica é stata effettuata sucssezontro-colorate in EE da due osservatori in
maniera indipendente, ritenendo accettabile un&bdita inferiore al 5%. L’analisi é stata ef-
fettuata mediante I'osservazione dell’intera areaublining del tessuto in esame a un solo li-
vello di taglio e in un solo campione di membramasiale per ogni paziente.

I campioni sinoviali sono stati analizzati in badka dimensione degli aggregati di cellule mononu-
cleate. Ogni tessuto e contraddistinto da soare che consente di assegnare ad ogni campione un
punteggio semiquantitativo da 0 a 3 [20]. Gli ag@te sono stati suddivisi in 3 gruppi in base alla
conta radiale del numero di cellule a partire daso piu centrale fino al punto piu periferico
dell’'aggregato stesso. La determinazione e stétia fi@l punto di maggiore infiltrazione. Aggregati
cellulari con una conta radiale fino a 5 cellule@stati definiti di grado 1; i gradi 2 presentavan
una conta radiale da 6 a 10 cellule, mentre i gBaavevano piu di 10 cellule (Figura 2). Gli aggre-
gati con una conta globale inferiore a 15 celllda sono stati considerati.

Sono state valutate mediante immuno-marcaturafaete singole cellule immuni dell'infiltrato in-
fiammatorio: linfociti T CD3+, linfociti B CD20+, rexcrofagi CD68+ e cellule follicolari dentritiche
CD21+. Per il CD20 é stato adottato wstmreanalogo a quello utilizzato per I'analisi istologj in
base alla dimensione degli aggregati di cellule onoicleate. In base al numero di aggregati nel tessu
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to, i campioni sono stati poi definiti a basso @yyregati) o alto grade-8). Per il CD3 e il CD68 e
stato adottato unecore semiquantitativo da 0 a 3, in base all’entita 'oiéiltrato. Si € considerato
grado 0 un tessuto non infiltrato; grado 1 un tessaarsamente infiltrato; grado 2 mediamente-infil
trato e grado 3 molto infiltrato, con organizzadoggregazionale. Gli aggregati sono stati definiti
positivi per CD21 se almeno una cellula era pasitiVinterno dell’aggregato.

Analisi statistica

Le caratteristiche cliniche dei pazienti considesaho state descritte tramite media e deviazitere s
dard (DS) per variabili continue con distribuziomermale secondo il test di D’Agostino-Pearson o
come mediana mngeinterquartile (RI) per variabili non distribuit@malmente. Le differenze tra i
gruppi sono state valutate attraverso test t diesttio Mann-Whitney test, in base alla distribugion
delle variabili in esame. Differenze tra frequespeo state valutate utilizzando il téét Le associa-
zioni tra variabili ordinali sono state valutatératerso il calcolo del coefficiente di correlaztoper
ranghi di Spearman, mentre per variabili continugtada utilizzata I'analisi di regressione lineare.
L'associazione di multiple variabili indipendentiorc variabili dicotomiche (oligoarticola-
re/poliarticolare, negativita/positivita per FR,cecé stata calcolata mediante analisi di regrassio
logistica. Sono state considerate statisticamegtdfisative differenze con p<0.05.

Risultati

Caratteristiche istopatologiche sinoviali e corréleclinici nel gruppo delle spondiloartriti ri-
spetto all’artrite reumatoide

Lo studio istopatologico preliminare €& stato rieolll'analisi comparativa delle caratteristiche in-
fiammatorie della membrana sinoviale nelle SpAeigpall’AR.

Complessivamente non emergevano differenze signifie nel grado di infiltrazione deubli-
ning da parte di linfociti T CD3-positivi e macrofagiDB8-positivi. LoscoreT linfocitario me-
diano era infatti pari a 2 (Rl 1-2) nel gruppo de8pA e 2 (Rl 1-2) nelle AR (p=0.4). Analoga-
mente, loscoremacrofagico mediano era 1.5 (1-2.5) nelle SpA(#-3) nell’AR (p=0.6).

L’entita di infiltrazione ed aggregazione B linftaria CD20-positiva, benché non statisticamentaifgig-
tiva, appariva leggermente inferiore nelle SpA (iaxea 1.5, Rl 0.5-2.5) rispetto al’AR (mediana 233,
1.5-2.5) (p=0.2). Aggregati B linfocitari di gra@(scoreCD20>2.5) si riscontravano in 14/39 (35.9%)
campioni di SpA ed in 29/59 (49.2%) campioni di /R0.3).Networksdi cellule follicolari dendritiche
CD21-positive, espressione di centri germinatitgldgici, si riscontravano in 8 su 35 campioni vaihili

di SpA (22.9%) ed in 15 su 55 campioni valutahiliAiR (27.3%), senza differenze significative. Nella
tabella 3 sono riassunte le caratteristiche istbpgithe complessive nel gruppo delle SpA e nellAR

Caratteristiche istopatologiche sinoviali nei diva@rsubsets clinici delle spondiloartriti: spon-
diloartriti psoriasiche vs spondiloartriti non pséaasiche

Le differenze istopatologiche sinoviali tra SpA pasiche (n. 22) e SpA non psoriasiche (n. 17) sono
riassunte nella tabella 4. Né I'entita dell'infdto macrofagico CD68-positivo n&libliningné il grado
di infiltrazione T linfocitaria CD3-positiva app&gno significativamente diversi tra i due gruppi.
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Analogamente, Iscore semi-quantitativo dei linfociti B CD20-positivi nstrava valori mediani
sovrapponibili:score 2 (0.5-2.5) nei campioni sinoviali dei pazientinc8pA psoriasica score
1.25 (0.25-2.5) nelle SpA non psoriasiche (p=0.3)frequenza di aggregati B linfocitarigrado

2, benché lievemente aumentata nelle SpA psoriagigpetto alle SpA non psoriasiche (68.2%
vs 47.1%), non appariva statisticamente diversa @=0a prevalenza di campioni con aggregati
B linfocitari di grado 3 mostrava un comportameat@alogo. Centri germinativi istologici CD21-
positivi erano presenti in 4 dei 19 campioni (21)Malutabili di pazienti con SpA psoriasica e in
4 dei 16 campioni (25%) valutabili di pazienti cBpA non psoriasica.

Se confrontato con la popolazione di riferimentoA®, il gruppo delle SpA psoriasiche non mo-
strava differenze significative per nessuna dedletteristiche istopatologiche analizzate (Tabella
4). In particolare, sia lecoredi linfociti B CD20-positivi che la prevalenza aggregati B linfocita-

ri di grado>2 o di grado 3 risultavano sovrapponibili. Il grapgelle SpA non psoriasiche, invece,
appariva caratterizzato da una frequenza signiNigatente inferiore di aggregati B linfocitari di
grado>2 rispetto all’AR (47.1%vs 78%, p=0.03). Se l'analisi veniva ristretta all@senza di ag-
gregati B linfocitari di grado 3, la differenza,ppeir marcata (29.4% nelle SpA non psoriasiche e
49.2% nell’AR), non era statisticamente signifieat{p=0.2). Il grado di infiltrazione macrofagica e
T linfocitaria erano invece sostanzialmente soveoapli a quelli osservati nell’AR.

Caratteristiche istopatologiche sinoviali nei diva@rsubsets clinici delle spondiloartriti: spondiloa
triti ad interessamento oligoarticolare vs spondildriti ad interessamento poliarticolare

Le differenze istopatologiche sinoviali tra SpA iateressamento oligoarticolare (n. 23) e SpA
ad interessamento poliarticolare (n. 16) sono tiagsnella tabella 5.

La classificazione sulla base dadttern di interessamento articolare periferico, indipenidmente
dalla diagnosi, permetteva di evidenziare diffeeestopatologiche significative nel gruppo delle
SpA. Nonostante il grado di inflammazione globalepresso dalla densita di macrofagi CD68-positivi
nel sublining fosse del tutto analogo, i pazienti con SpA adressamento oligoarticolare mostravano
livelli di infiltrazione sinoviale di linfociti T ®3-positivi e B CD20-positivi significativamentefea
riori rispetto ai pazienti con SpA poliarticolateo scoremediano di linfociti T era infatti pari a 1 (0-
2) in caso di interessamento oligoarticolare e-3)(th caso di interessamento poliarticolare (p3D.0
Analogamente, lo score B linfocitario era 1 (0-B)8elle forme oligoarticolari e 2.25 (1.5-2.5) Ieel
forme poliarticolari (p=0.04). L’'analisi della pralenza di aggregati B linfocitari forniva risultaii
mili. Aggregati> grado 2 si riscontravano nel 43.5% dei campiorpatiienti caratterizzati da coin-
volgimento periferico oligoarticolare e nell’'81.386i campioni con interessamento periferico poliar-
ticolare (p=0.04). La frequenza di aggregati Bdoifari di grado 3, seppur non statisticamentereive
sa, appariva maggiore nei pazienti con SpA potiakdire (50%vs 26.1%, p=0.23). Non era diversa
invece la frequenza di centri germinativi istologi®21-positivi, presenti in 3 su 13 (23.1%) campio
ni valutabili di SpA poliarticolare ed in 4 su 220060) campioni valutabili di SpA oligoarticolare.
Sostanziali apparivano anche le differenze rispaEtéoAR di controllo.

Il patterndi interessamento articolare periferico condizi@anfatti il quadro istopatologico generale.
I campioni sinoviali ottenuti da pazienti con Spd iateressamento oligoarticolare rappresentavano
complessivamente un sottogruppo diverso, caratgnzda una minore intensita di infiltrazione T e B
linfocitaria (p=0.03 e p=0.02 rispettivamente) eutha minore frequenza di aggregati di linfociti B d
grado>2 (p=0.0006). La minore frequenza di aggregatirddg 3 appariviorderlinenon significati-

va (p=0.09), verosimilmente a causa della ridottaerosita campionaria.
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Nelle SpA ad interessamento poliarticolare le darétiche istopatologiche sinoviali erano in-
vece nel complesso indistinguibili da quelle deRAli controllo. In particolare, sovrapponibile
risultava l'intensita di infiltrazione sia T linfaaria [2 (1-3)vs 2 (1-2), p=0.5] che B linfocita-
ria [2.25 (1.5-2.5)vs 2.25 (1.5-2.5), p=1]. Aggregati B linfocitari grado 2 erano presenti
nell’81.3% dei campioni di SpA poliarticolare e 8% dei campioni di AR (p=1), e aggregati
di grado 3 nel 50% e 49.2% dei campioni rispettieate (p=0.8).

Correlati sierici

Come nell’AR [21], I'entita di infiltrazione macrafica nelsubliningsinoviale correlava in modo
significativo con i livelli di VES (rho 0.48, p=03) e di PCR (rho 0.44, p=0.04). Il grado di infil-
trazione di linfociti T CD3-positivi mostrava unarsle anche se meno robusta correlazione con
la PCR (rho 0.37, p=0.04). Al contrario, $ooredi linfociti B CD20-positivi non appariva signi-
ficativamente associato ai livelli di inflammaziosistemica espressi da VES e PCR. Né la pre-
senza di aggregati B linfocitari di grad@ (59% dei campioni) né la presenza di aggregdinB
focitari di grado 3 (35.9%) erano associate allsifpdta del FR e/o degli ACPA.

Discussione

Le spondiloartriti sieronegative (SpA) rappreseatan gruppo eterogeneo di condizioni cliniche ca-
ratterizzate da analogie (interessamento dellolstheassiale, assenza di autoanticorpi tipicamente
associati all'artrite reumatoide, presenza di émesoinvolgimento inflammatorio extra-articolare
[cute, tratto gastroenterico, apparato visivo))ifeetenze (coinvolgimento periferico mono-, oligo-
poliarticolare, diversita neargetdel coinvolgimento extra-articolare, diversitdadsociazione geneti-
ca). Queste caratteristiche hanno posto le Spardte di intenso dibattito finalizzato alla loraski-
ficazione e, conseguentemente, alla definizionEagplroccio terapeutico ottimale. In questo conte-
sto, negli ultimi anni sono emersi due principalbrie, che considerano lo spettro delle SpA rispett
vamente come un continuo della stessa patologimsk, caratterizzata da eterogeneita fenotipica, o
come un insieme di patologie differenti accomumkeimilitudini nelle manifestazioni cliniche [3].

Nel contesto di questa problematica, accanto a giuthtura prettamente clinica o genetica, di valte
interesse risulta lo studo istopatologico focatiazaulla distribuzione e prevalenza della companstib-
male ed infiltrativa a livello della membrana sirae®. La membrana sinoviale rappresenta infatselde
principale dell'insulto flogistico in corso di até cronica. Lo studio delle alterazioni cellulastplogiche e
molecolari della sinovite puo quindi risultare dnérale importanza sia per la comprensione ezigpats
tica delle diverse forme di malattia che per lduppo di nuovi strumenti diagnostici e prognostici.

Al fine di evidenziare possibile differenze generabbiamo in primo luogo paragonato la distribogio
cellulare, valutata tramite urszoresemiquantitativo, tra il gruppo delle SpA e AR.ilvea con risultati
precedenti [11], il nostro studio ha potuto evidare&zuna sostanziale similarita tra i due grupgslina
differenza significativa &, infatti, emersa permoaiguarda la distribuzione di linfociti T (CD3#nfociti

B (CD20+) e cellule mononucleate CD68+ sighlining Inoltre, non & stata riscontrata nessuna differen
significativa nel grado di aggregazione B cellulareella presenza di cellule dendritiche follicoziD21+,
parametro istologico precedentemente relazionkt@adsenza di centri germinativi ectopici [14].
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Questi dati supportano, quindi, il concetto di caimarocesso di infiltrazione linfo-monocitaria teel
membrana sinoviale possa essere un fenomeno imdipendal substrato clinico-patologico specifico.
Malgrado questi risultati, € apparso evidente ctaranalogie generali tra SpA e AR fossero associate
ad un alto grado di variabilita in ciascun grupppeg ciascun parametro analizzato, suggerendo la
possibilita di evidenziare differenze attraversa stratificazione piu specifica.

Al fine di definire I'esistenza di potenziali difienze tra sottogruppi diagnostici all'interno dedipA,
abbiamo analizzato il quadro istopatologico stiGiido le SpA in SpA psoriasiche e SpA non psoria-
siche. Anche tramite questa stratificazione edniea con precedenti studi [11], nessuna delle tearat
ristiche esaminate & apparsa significativamenteréifite. Nessuna differenza per quanto riguarda la
distribuzione delle cellule T, delle cellule B ei deacrofagi CD68+ € stata, inoltre, osservatadra |
SpA psoriasiche e 'AR confermando come il quadifeammatorio sinoviale possa essere conservato
in termini qualitativi e quantitativi attraverso$pettro delle artropatie infammatorie croniche.
Malgrado i sopradescritti risultati, I'ulteriore myparazione tra SpA non psoriasiche e AR ha mo-
strato come, pur non essendo rilevabili differes@mificative nelloscore semiquantitativo delle
varie popolazioni cellulari, la percentuale di caomp caratterizzati dalla presenza di aggregati B
cellulari di grado 2 e grado 3 era significativateesuperiore nelle AR. Dato che il gruppo delle
SpA non psoriasiche, compreso nella nostra caajséia prevalentemente caratterizzato da forme
indifferenziate, non e stato possibile formular&potesi definita circa lo specifico substrato atio
dell’osservata differenza. Questo dato ci ha irgoquindi, ad approfondire I'analisi tramite una
stratificazione piu mirata sul fenotipo clinicodipendentemente dalla categoria diagnostica.
Abbiamo pertanto diviso i pazienti a seconda deheno di articolazioni periferiche coinvolte (>4 per

il gruppo delle poliarticolari, in linea con parameonvenzionalmente riconosciuti). Il razionalaa
base della classificazione trova inoltre riscomtetla diversa prognosi e nel diverso approccio-tera
peutico attualmente raccomandato [22]. Questaifsteaione ha potuto evidenziare differenze signi-
ficative tra i due gruppi SpA, in particolare nehdo di infiltrazione linfocitaria. Mentre nessudié
ferenza era riscontrabile nel grado di infiltrazamacrofagica, sia lscoreCD3, che loscoreCD20

che la distribuzione di aggregati B cellulari dado 2 e grado 3 risultavano significativamente aume
tati nel gruppo della SpA poliarticolari. Di rilewza considerevole, I'analisi comparativa tra I'AR e
due sottogruppi di SpA ha potuto evidenziare comstésse differenze evidenziate fossero anche ri-
scontrabili tra la SpA mono- oligoarticolare e I'ARa non tra la SpA poliarticolare e I'AR, che pre-
sentavano valori sovrapponibili per tutti i paramstudiati. Quindi, mentre la stratificazione sasb
diagnostica delle SpA (SpA psoriasiceSpA non psoriasica) non ha potuto evidenziaredifize si-
gnificative, una stratificazione su base clinicogfizgica ha mostrato I'esistenza di variabilitalaebm-
ponente infiltrativa linfocitaria sia T che B cddite. In linea con la natura strettamente polialdie
dellAR, la SpA poliarticolare e I'AR sono apparsienili dal punto di vista dell'infiltrazione linfataria,
mostrando un incremento della componente B e Tilaedl rispetto alla forma mono- oligoarticolare.
Questi risultati trovano supporto in studi recefiitttuati in contesti patologici differenti. Firgrenet al.

[23] in uno studio su 42 pazienti con artrite iditipa giovanile, patologia con grado di eteronelitdi-
co-patologica simile alle SpA dell'adulto, hanndyto infatti dimostrare come le forme poliarticolar
extended-to-beligoarticolari (forme a rapida evoluzione poliestare) siano caratterizzate da incre-
mento significativo della componenente infiltratiVae B linfocitaria sinoviale, apportando evidenza
della possibile relazione tra il quadro di coinvmignto articolare perifericoatternistopatologico.

In conclusione, il nostro studio conferma che liaté stratificazione diagnostica delle artropatie i
fiammatorie croniche possa, almeno in parte, nomcatere con una stratificazione clinico-
patologica. Nello specifico, tuttavia, evidenziaedla componente infiltrativa linfocitaria sinoviale
(aggregazione T-B cellulare) & quantitativamensoeigta al grado di coinvolgimento articolare peri-
ferico essendo incrementata nelle artriti ad irsssenento poliarticolare indipendentemente dalla ca-
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tegoria diagnostica (AR o SpA). Questo dato e atmaiente originale nelle patologie in questione.
E importante sottolineare alcuni limiti dello stigiresentato. In prima istanza la relativa scadsitéa po-
polazione nella categoria SpA, dovuta principalmetia minore affluenza presso il nostro Centnmalia-
ti con diagnosi di certezza di SpA candidabili agadure bioptiche. In secondo luogo, il non paerfetpa-
iamento delle categorie diagnostiche per quant@ris il trattamento, dovuto alla diversita delgjogtmi
terapeutici in uso per le diverse patologie in esdnfine, la mancanza di una definizione fisiosfiagica
e patogenetica dei risultati ottenuti, dovuta sesna sperimentale utilizzato che non consente fstod
zionali. Questo ultimo punto rappresenta, del rast@a importante prospettiva di sviluppo del prtmget
Ulteriori approfondimenti finalizzati alla comprémse delle basi biologiche dell’eterogeneita pajmla
osservata potrebbero, infatti, fornire indicazimmdamentali sulla patogenesi delle artropatiemfato-
rie e, possibilmente, favorire lo sviluppo di nustrumenti diagnostici e prognostici.

Tabelle e figure

Tabella 1. Caratteristiche della popolazione studig.

Caratteristiche demografiche

Eta, media (DS) 47.2 (+/-16.8)
Rapporto F/M (%) 22/17 (56%)
Caratteristiche cliniche

Durata di malattia in mesi, mediana (RI) 36 (6.8-102)
Numero articolazioni tumefatte, mediana (RI) 3 (2-7.3)
Numero articolazioni dolenti, mediana (RI) 1(0-3)

DAS, media (DS) 2.4 (+/-1.1)
Interessamento oligoarticolare/poliarticolare 23/16

FANS, numero casi/totale (%) 28/39 (72%)
Corticosteroidi, numero casi/totale (%) 9/39 (23%)
DMARDS, numero casi/totale (%) 15/39 (38%)
Caratteristiche sierologiche

VES mm/1h, mediana (RI) 23.0 (12-31.8)
PCR mg/dl, mediana (RI) 0.6 (0.3-2.3)
FR, numero casi/totale (%) 4/37 (11%)
ACPA numero casi/totale (%) 2/36 (6%)
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Tabella 2. Caratteristiche della coorte di artriti reumatoidi di confronto.

Caratteristiche demografiche

Eta, media (DS)

61 (54.3-64)

Rapporto F/M (%)

42/17 (71%)

Caratteristiche cliniche

Durata di malattia in mesi, mediana (RI) 41 (9.5-105)
Numero articolazioni tumefatte, mediana (RI) 12 (+/- 8.2)
Numero articolazioni dolenti, mediana (RI) 6 (1,8-9.8)
DAS, media (DS) 3.3 (+/-1.2)
RAI, mediana (RI) 4 (1.5-8)

GH, media (DS)

59,4 (+1- 22,1)

VAS dolore, media (DS)

55.8 (+/- 26.8)

HAQ, media (DS)

1.1 (+-0.8)

FANS, numero casi/totale (%)

30/41 (73%)

Corticosteroidi, numero casi/totale (%)

38/57 (67%)

DMARDS, numero casi/totale (%)

35/58 (60%)

Biologici, numero casi/totale (%)

5/57 (9%)

Caratteristiche sierologiche

VES mm/1h, mediana (RI)

32 (21.0-54.5)

PCR mg/dl, mediana (RI)

1.1 (0.6-3.9)

FR, numero casi/totale (%)

29/55 (53%)

ACPA numero casi/totale (%)

22/52 (42%)

Tabella 3. Caratteristiche istopatologiche sinovialnelle spondiloartriti rispetto all’artrite reumat oide.

Marcatore SpA (n. 39) AR (n. 59) p
Macrofagi CD68 nel sublining, score 0-3, median§ (R 1.5 (1-2.5) 2 (1-3) 0.55
Linfociti T CD3, score 0-3, mediana (RI) 2 (1-2) 2 (1-2) 0.38
Linfociti B CD20, score 0-3, mediana (RI) 1.5 (0.5-2.5) 2.25(1.5-2.5) 0.18
Aggregati B linfocitari> grado 2 (+/-) (%) 23/16 (59) 46/13 (78) 0.07
Aggregati B linfocitari grado 3 (+/-) (%) 14/25 (35.9) 29/30 (49.2) 0.3
Centri germinativi CD21 (+/-) (%) 8/27 (22.9) 11/44 (27.3) 0.83
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Tabella 4. Caratteristiche istopatologiche della paolazione in base alla classificazione diagnosti¢abbreviazioni:
*p tra SpA psoriasicavs SpA non psoriasica, **p tra SpA psoriasica e AR,*p tra SpA non psoriasica e AR).

SpA psoriasica SpA non psoriasica AR p* p*t  p*f
Numero di pazienti | 22 17 59
Macrofagi CD68
nel sublining, score| 1.5 (0-2) 1.5(1-3) 2(1-3) 0.16 0.11 0.83
0-3, mediana (RI)
Linfociti T CD3, score )
0-3, mediana (RI) 2 (1-2.5) 1.5 (1-2) 2(1-2) 0.61 0.72 0.28
Linfociti T CD20, score
0-3, mediana (R) 2 (0.5-2.5) 1.25 (0.25-2.5) 2.25 (1.5-2.5) 0.47 60)40.15
Aggregati B linfocita- 4 L
fi > grado 2 (+1) (%) 15/7 (68.2) 8/9 (47.1) 46/13 (78) 0.32 0.54 0J03
Aggregati B linfocita- \
ri grado 3 (+-) (%) 9/13 (40.9) 5/12 (29.4) 29/30 (49.2) 0.68 0.p8 0{24
Centri germinativi q
CD21 (+1-) (%) 4/15 (21.1) 4/12 (25) 11/44 (27.3) 0.90 0.82 0J89

Tabella 5. Caratteristiche istopatologiche della ppolazione sulla base del tipo di interessamento
articolare (Abbreviazioni: *p tra SpA oligoarticolare vs SpA poliarticolare, **p tra SpA oligoarti-
colare e AR, ***p tra SpA poliarticolare e AR).

SpA oligoarticolare | SpA poliarticolare| AR p* p**| p*
Numero di pazienti | 23 16 59
Macrofagi CD68
nel sublining, score| 1 (0.75-3) 2 (0.75-2.25) 2 (1-3) 0.73 0.33 0.p4
0-3, mediana (RI)
Linfociti T CD3, score :
0-3, mediana (R) 1(0-2) 2 (1-3) 2 (1-2) 0.03 0.083 0451
Linfociti T CD20, score
0-3, mediana (RI) 1(0-2.125) 2.25(1.5-2.5) 2.25(1.5-2.5) 0.04 0J0Q.98
Aggregati B linfocita-
fi > grado 2 (+1-) (%) 10/13 (43.5) 13/3 (81.3) 46/13 (78) 0.04 0.006 50,9
Aggregati B linfocita- A
fi grado 3 (+1-) (%) 6/17 (26.1) 8/8 (50) 29/30 (49.2) 0.23 0.09 0,82
Centri germinativi
CD21 (+/-) (%) 4/16 (20) 3/10 (23.1) 11/44 (27.3) 0.82 0.y3 0J97
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Figura 1. Criteri classificativi ASAS per le spondiloartriti periferiche [24].

Figura 2. Grading istologico. La colorazione in ematossilina-eosina retva degli esempi rappresentativi di
aggregati di grado 1 (A), grado 2 (B) e grado 3 (Q)ella sinovia reumatoide [20].
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