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Dal momento in cui si ¢ incominciato ad interpretare il tessuto connettivo non pitt come una struttura inerte
con la sola funzione di supporto meccanico ma come una componente vitale e dinamica di ogni tessuto, gli
studi sulla Matrice Extracellulare (Extra-Cellular Matrix - ECM) - o microambiente cellulare - si sono fatti
via via pitt numerosi ed approfonditi.

Con l'aumento delle conoscenze sull’ECM stessa, anche il suo ruolo in varie forme patologiche ¢ diventato
sempre pil chiaro.

Alcune modificazioni della regolazione della biologia del’ECM sono state individuate come fondamentali
nellonset e nella progressione di alcune patologie, in particolare le alterazioni del turnover delle componenti
fibrillari e la modificazione delle caratteristiche meccaniche ed elettrostatiche (responsabili delle proprieta
di filtro selettivo) dellECM.

Il peculiare ruolo fisiopatologico del’ECM rende 'ECM stessa un potenziale target terapeutico ma, ad oggi,
non esiste possibilita di agire sulla sua omeostasi attraverso l'utilizzo di un approccio farmacologico classi-
co. Recentemente, in accordo con i principi dell Omotossicologia e della sua interpretazione pitt moderna,
la Medicina di Bioregolazione dei Sistemi (BrSM), nuovi strumenti sono stati proposti per intervenire sulla
regolazione fisiologica della matrice. Galium-Heel®, medicinale naturale low dose multicomponent e multi-
target, appare in grado di agire su alcuni aspetti chiave della biologia della matrice, in accordo con quanto
descritto dalla letteratura scientifica relativa ai singoli componenti che lo costituiscono. In questa review
vengono illustrate le basi teoriche di un innovativo approccio farmacologico volto al recupero dellomeostasi
del’ECM in condizioni patologiche.

ABSTRACT

Since the connective tissue was no longer considered as an inert structure aimed at the mere mechanical
support of a tissue but a dynamic and alive component of each tissue, the study of the extracellular matrix
(ECM) - or cell microenviroment - has become more and more in-depth.

Therefore, with the increase in knowledge of the ECM itself, its involvement in many diseases has become
progressively clear.

The dysregulation of some key aspects of ECM biology have been identified as pivotal for the disease’s onset
and progression, in particular the turnover alteration of the fibrillary components and the modification of
the mechanical and electrostatic characteristics that modulate the ECM’s selective barrier effect.

The peculiar pathophysiological role of ECM makes it a potential therapeutic target but, at present, there is
no possibility to act on matrix homeostasis through a traditional pharmacological approach. Recently, ac-
cording to the principles of Homotoxicology and its modern evolution named Bioregulatory Systems Med-
icine (BrSM), new tools have been proposed for the physiological regulation of the matrix. Galium-Heel®,
a natural, low dose, multicomponent and multitarget medication that seems to be able to intervene
on some key aspects of matrix biology, if literature on its individual ingredients are considered.
In this review, the theoretical basis for the development of an innovative approach, aimed at the
recovery of ECM homeostasis in pathological situations, are illustrated.
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1. Introduzione

La domanda “qual ¢é la piu piccola unita vivente?” ha rappre-
sentato uno dei dilemmi pit appassionanti per la biologia del
XIX Secolo (1).

La rapida evoluzione della microscopia ottica nel corso del
XVII Secolo (degna di nota ¢ la prima descrizione di una
cellula vegetale da parte di Robert Hooke) e del suo utilizzo
sperimentale durante i Secoli XVIII e XIX ha consentito a
scienziati quali Spallanzani e Pasteur di confutare definitiva-
mente la teoria della generazione spontanea della vita e di
identificare inequivocabilmente nella cellula 'unita vivente
fondamentale.

Nel 1838, il botanico Matthias Schleiden introdusse il concet-
to di cellula come pil piccola unita strutturale delle piante e
lo zoologo Theodor Schwan, nel 1839, formulo la medesima
ipotesi in campo animale affermando che “le componenti
elementari di tutti i tessuti sono formate da cellule” e che “esi-
ste un unico principio universale alla base delle componenti
elementari di ogni tessuto... e questo principio ¢ la formazio-
ne delle cellule” (1).

Ciononostante, queste affermazioni non chiariscono il punto
cardine delle teorie cellulari: come si originano le cellule?

La teoria della “libera formazione delle cellule” fu l'ultima
reminiscenza della sopracitata dottrina della “generazione
spontanea” ¢ venne definitivamente superata grazie al lavo-
ro di Robert Remak, Albert Kolliker e Rudolf Virchow, padre
della Patologia Cellulare; l'aforisma di Virchow “ommnis cellu-
la e cellula” (ogni cellula deriva da una precedente cellula) ¢
considerato il principio fondante delle teorie moderne sulla
formazione dei tessuti (1, 2). Considerati nel loro complesso,
gli studi di Schleiden, Schwan e Virchow rappresentano le
pietre miliari della Teoria Cellulare.

Rudolf Virchow osservo inoltre che tra le singole cellule ce-
rebrali e spinali era presente un tessuto connettivo e che le
cellule erano rintracciabili anche a livello dei tessuti osseo e
muscolare. Virchow attribui un ruolo passivo al tessuto con-
nettivo; egli considero la neuroglia un “collante dei nervi” in
accordo con la sua ipotesi che, a livello del Sistema Nervoso
dovesse esistere un tessuto connettivo derivato dal mesoder-
ma in cui le cellule nervose stesse dovessero essere immerse.
Virchow formulo anche una teoria sui meccanismi dell’ate-
rosclerosi secondo la quale le cellule sarebbero in grado di
modificare in modo unidirezionale la struttura del connetti-
vo senza essere da esso influenzate; risulta dunque evidente
come il tessuto connettivo fosse considerato unicamente un
elemento di supporto per le cellule.

11 ruolo biologico del tessuto connettivo, modernamente de-
nominato Matrice Extracellulare (ECM) o “microambiente
cellulare’, ¢ stato trascurato per anni e solo nel periodo suc-
cessivo alla Seconda Guerra Mondiale si ¢ riacceso I'interesse
verso TECM, in particolare grazie alle ricerche di Alfred Pi-
schinger ed Hartmut Heine (3, 4).

Pischinger e Heine contribuirono allo sviluppo del concetto
di matrice vivente superando la vecchia visione del’lECM
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come una struttura di supporto inerte secreta dalle cellule, e
integrando 'ECM stessa nel network intercellulare.

La teoria cellulare di Schleiden e Schwan ha aperto la strada
per lo studio di tutti gli organismi viventi trattandoli come
strutture cellulari complesse organizzate in tessuti, organi e
sistemi. La conseguenza di questo approccio ¢ stata la sempre
pitt evidente consapevolezza dellimportanza del cross-talk
intercellulare come fattore chiave dellorganizzazione e della
funzione tissutali.

Nel corpo umano, circa 40.000 miliardi di cellule (5) “par-
lano” tra loro e “letere” che ospita le comunicazioni ¢ 'ECM,
in accordo con la teoria della matrice vivente. Il cross-talk in-
tercellulare all'interno del’ECM e dall’ECM verso le cellule
¢ esemplificata in modo chiaro dai movimenti di fattori di
crescita ed altre molecole segnale, prodotte, immagazzinate e
diffuse nella matrice extracellulare in accordo con le specifi-
che necessita omeostatiche di un tessuto.

LECM, in virtu delle sue caratteristiche meccaniche e bio-
logiche, partecipa a questi processi regolando il flusso delle
molecole segnale.

La matrice vivente ¢ definita come una struttura molecola-
re ubiquitaria, composta da tessuto connettivo, citoscheletri
cellulari e molecole di ancoraggio tra le fibre della matrice e
le strutture citoscheletriche (ad esempio le integrine), la ma-
trice nucleare e gli acidi nucleici (6).

Pischinger amplio il modello di patologia cellulare proposto
da Virchow affermando che l'unita piti piccola vitale non &
la singola cellula, ma & una struttura composita “capillare
sanguigno-matrice-cellula’, costituenti un’unita morfo-
funzionale.

Il lavoro di Pischinger e colleghi ha dimostrato che TECM
non ¢ solo una sostanza di sostegno o un filtro inerte, facente
da intercapedine tra il sistema vascolare e le cellule; al con-
trario, 'TECM € una componente vivente e dinamica di tutti i
tessuti continuamente soggetti a rimodellamento strutturale
e coinvolti in un gran numero di processi fisiologici e patolo-
gici, tra i quali i fenomeni infiammatori.

Il concetto di reciprocita dinamica (RD) si riferisce al conti-
nuo cross-talk bidirezionale tra le cellule ed il loro microam-
biente, in particolare la matrice extracellulare (7). Il continuo
rimodellamento dell’ECM fa si che una forza meccanica sia
esercitata sulle cellule, contribuendo a modificare i mediatori
biochimici vicino alla membrana cellulare ed a modulare le
cascate di segnale che regolano lespressione genica e, in ge-
nerale, il metabolismo cellulare. Le variazioni fisiologiche del
metabolismo delle cellule, a loro volta, influenzano la com-
posizione e lorganizzazione dei componenti dellECM.
Queste continue interazioni sono il principio fondamentale
alla base della RD, il cui ruolo fondamentale durante lo svi-
luppo e lomeostasi dei tessuti & stato ampiamente studiato.

2. Fisiologia e patologia della matrice
Condizioni persistenti di infiammazione cronica (sistemi-
ca) di bassa intensita (LGSCI) (8) sono correlate ad altera-
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zioni della struttura della ECM e, di conseguenza, della sua
funzione.

La presenza di questo tipo di alterazioni favorisce la croni-
cizzazione del processo patologico e favorisce la progressione
della malattia (9, 10).

Secondo la cronobiologia dell'infiammazione fisiologica, i
fenomeni infiammatori acuti dovrebbero essere seguiti dal-
la fase di restitutio ad integrum, caratterizzata da processi
di riparazione dei tessuti, innescati da specifiche molecole
di segnalazione, che hanno luogo principalmente a livello
dell’ECM (11).

La perdita dellomeostasi della matrice, dovuta alla persisten-
za di uno stato infiammatorio, induce dapprima un aumen-
to della solubilita del’ECM e quindi, come meccanismo di
compensazione, la deposizione di collageni disorganizzati
(Tipi L, III e IV) che portano a fibrosi (12). In particolare, il
collagene di tipo III e correlato in modo univoco con le pro-
prieta elastiche del tessuto connettivo ed ¢ coinvolto in nu-
merose malattie caratterizzate da fenomeni di fibrosi (13, 14)
I cambiamenti delle caratteristiche strutturali del’ECM com-
promettono il flusso delle molecole segnale che influenzano
i processi di riparazione di un tessuto infiammato e danneg-
giato, perpetuando cosi la presenza di trigger pro-inflamma-
tori.

Per spezzare questo circolo vizioso, un medicinale naturale
low dose multicomponent e multitarget, Galium-Heel® (Bio-
logische Heilmittel Heel GmbH, Baden-Baden, Germania),
puo essere utilizzato per mantenere o recuperare la plasticita
del’ECM e contrastare la sua rigidita raggiungendo il dupli-
ce obiettivo di ripristinare lomeostasi del'ECM e ridurre le
conseguenze dell'inflammazione non risolta e il perdurare
dello stato di LGCSI che ne deriva.

3. La complessita della matrice extracellulare: componenti
e funzioni principali
LECM ¢ sintetizzata e depositata principalmente dai fibro-
blasti o da cellule derivate dai fibroblasti stessi come ad esem-
pio i condrociti (15-17). LECM ¢ costruita da due strutture-
base: la membrana basale (MB) e la matrice interstiziale
(MI); la MB ¢ una matrice sottile e specializzata localizzata
tra unepitelio, un endotelio, 0 mesotelio e la MI. La MI a sua
volta ¢ la componente preponderante del’ECM; essa forma
una struttura tridimensionale che circonda le cellule ed ha
caratteristiche diverse e specifiche per ciascun tessuto (18).
La MB, composta principalmente da laminina e collagene di
tipo IV, fornisce il supporto meccanico, separa diversi tipi di
cellule e contribuisce alla differenziazione, alla migrazione e
alla sopravvivenza delle cellule stesse all'interno del tessuto
(19, 20).
La MI presenta una struttura pit complessa e contiene pre-
valentemente proteine e glicosamminoglicani (polisaccaridi
caricati negativamente).
LECM ¢ composta da tre sottoclassi principali di molecole:
e Glicosamminoglicani (o0 mucopolisaccaridi) e de-

rivati proteoglicani: conferiscono un'adeguata resi-
stenza alle forze di compressione.
e Proteine fibrose tra le quali collagene ed elastina,
fondamentali per la trasduzione delle forze tensili.
e  Glicoproteine adesive (ad esempio laminina e fi-
bronectina).

Glicosamminoglicani (GAGs)

I GAGs sono polisaccaridi lineari composti da due saccari-
di-base: uno zucchero amminico e unacido uronico. Questi
componenti di base sono variamente modificati enzimati-
camente e combinati per conferire ad essi caratteristiche o
funzioni specifiche (21).

I GAGs erano tradizionalmente considerati semplici “mole-
cole di riempimento” all'interno del’ECM. Recentemente i
GAGs sono stati rivalutati come molecole segnale attive, che
partecipano attivamente a vari processi metabolici cellulari.
Queste evidenze rafforzano il concetto di matrice vivente.
Lo Ialuronano ¢ il GAG strutturalmente pit semplice; altri
GAGs sono il condroitin-solfato (CS), il dermatan-solfato
(DS), il keratan-solfato (KS) e leparan-solfato (HS), quest’ul-
timo fondamentale per la gestione delle proprieta elettrosta-
tiche dellECM.

Proteoglicani

I proteoglicani sono composti da un nucleo proteico con
uno o pitt GAGs innestati su di esso. Sono conservati in gra-
nuli secretori, inseriti nella membrana plasmatica o secreti
nellECM (22). Un esempio di PG ¢ perlecano (PLC).

Proteine fibrose

Ventotto tipi di collagene (classificati da tipo I a tipo XXVIII
collagene) rappresentano il principale componente struttu-
rale dell’ECM con distribuzione tissutale specifica. Il tipo
pitt comune di collagene ¢ quello fibrillare, che rappresenta il
90% del collagene nel corpo; ¢ presente nellosso, nella pelle,
nei tendini, nei legamenti e nei tessuti cartilaginei (23).
Lelastina ¢ la seconda principale proteina fibrosa che conferi-
sce il giusto grado di elasticita allECM.

Glicoproteine

Sono note 15 laminine eterotrimeriche composte da diverse
catene proteiche. Le laminine sono un componente della MB
e contengono eterodimeri tessuto-specifici (24).

La fibronectina ¢ un dimero proteico in grado di legare tra
loro il collagene, leparina, le integrine di superficie e la fibro-
nectina stessa (22, 23).

All'interno di ogni tessuto, TECM, le cellule, e le strutture
vascolari, linfatiche e nervose costituiscono un’unitd morfo-
funzionale, cio¢ un sistema biologico complesso (sia struttu-
rale che funzionale appunto) in cui tutte le componenti agi-
scono in modo mutualistico, influenzandosi a vicenda.
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Linterazione tra i vari componenti dell'unita morfo-funzio-
nale & resa possibile dalle caratteristiche meccaniche e biolo-
giche del’ECM e dal microambiente della cellula stessa; essi
possono svolgere molte funzioni, tra le quali:
e supporto meccanico tissutale,
e mantenimento dell'integrita strutturale e dellelasti-
cita del tessuto,
e controllo dellomeostasi tissutale (attraverso il con-
tinuo rimodellamento del’ECM stessa),
e regolazione di numerose funzioni cellulari (prolife-
razione, migrazione, differenziazione),
e  controllo selettivo del traffico di molecole attraver-
so un filtro molecolare a doppia azione (sterico ed
elettrostatico).

4. CECM come barriera/filtro molecolare: una questione
di plasticita

La funzione pit interessante del’ECM & probabilmente quel-
la di barriera/filtro molecolare. CECM puo regolare il flus-
so di molecole di varia origine e dimensione in base alla sua
struttura e alle specifiche caratteristiche elettriche (25, 26).
La struttura reticolare del’ECM (mesh) ¢ caratterizzata dalla
presenza di pori di dimensioni definite entro un certo inter-
vallo, i quali possono bloccare selettivamente le macromo-
lecole di dimensioni incompatibili con quelle dei pori stessi
(filtro meccanico o sterico). Questa funzione ¢ importante
perché le macromolecole piul grandi rintracciabili nellECM
sono principalmente di origine batterica o virale; il loro se-
questro all'interno del’ECM e un evento chiave per lattiva-

zione di un'adeguata risposta immunitaria volta al loro confi-
namento ed eliminazione.

La Membrana Basale ¢ il tipo di matrice in cui la funzione
filtro & piu sviluppata e studiata per la sua prossimita rispetto
alle cellule isolate e alle strutture epiteliali/endoteliali/meso-
teliali.

La funzione di filtro meccanico o sterico ¢ governata sem-
plicemente dalla dimensione della struttura reticolare costi-
tuita dal collage di Tipo IV e dalla laminina che oscilla tra 2 e
3 micrometri. La mobilita di proteine e altre macromolecole
¢ determinata geometricamente dalla dimensione delle ma-
glie.

Il filtro elettrostatico ¢ laltro raffinato strumento atto al
controllo del traffico molecolare all'interno del’ECM, sia in
entrata che in uscita dalle cellule. Le caratteristiche di carica
elettrica dell’ECM sono conferite dalle catene di eparan-sol-
fato (HS), organizzate nel complesso PLC.

Le molecole elettriche neutre sono libere di fluire passiva-
mente all'interno del’ECM, guidate dai loro coeflicienti di
diffusione; le molecole polarizzate sono progressivamente
rallentate e sequestrate in accordo con l'intesnita della loro
carica (25). Pertanto, la diffusione all'interno della ECM di
molecole piu piccole della dimensione del mesh ed altamen-
te polarizzate ¢ estremamente ridotta se non completamente
inibita.

Questo filtraggio elettrostatico ¢ reso possibile dalla presen-
za di zone elettricamente caricate sulla struttura fibrillare
del’'ECM. 1I collagene dei mammiferi ¢ una molecola zwitte-
rionica con gruppi di residui amminoacidici positivi e negati-

Figura 1 - CECM ¢ un efficiente filtro sterico ed elettrostatico. Le molecole pili grandi dei pori della matrice (A) non saranno in grado di

fluire liberamente. Le molecole caricate positivamente o negativamente (B-C) saranno sequestrate e legate alle zone con carica opposta.

Solo le molecole neutre (D) saranno in grado di diffondersi liberamente all'interno del’ECM.
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vi (infatti, a pH fisiologico, questi residui sono neutri, cioe al
loro punto isolelettrico) mentre le catene di HS sono caricate
negativamente; la successione di zone differentemente cari-
cate nella struttura reticolare della matrice determina l'azione
di filtro elettrostatico.

Esperimenti in vitro su modelli sintetici di ECM hanno chia-
rito il ruolo fondamentale delle catene di HS; la distruzio-
ne enzimatica delle strutture di eparan-solfato determina
la perdita dellazione del filtro (25). Gli esperimenti in vivo
hanno confermato questa ipotesi: leparina (un glicosammi-
noglicano solfato) e lenzima eparanasi possono determinare
lalterazione delleffetto barriera subendoteliale mediante de-
gradazione dell'HS (25, 27).

La fluttuazione fisiologica dello stato elettrico del’ECM &
fondamentale per distaccare e far fluire molecole cariche
come ormoni ed altre molecole segnale coinvolte nel meta-
bolismo cellulare e tissutale. Un complesso sistema di enzimi
regola anche il turnover dei componenti strutturali dell'ECM
modificando la dimensione del mesh della matrice stessa.

In sintesi, la variazione delle proprieta meccaniche ed elettri-
che all'interno di un intervallo omeostatico descrive la pla-
sticita del’ECM; la plasticita della matrice determina a sua
volta la capacita di modulare fisiologicamente il flusso di un
gran numero di molecole (e cellule) nel tessuto connettivo
(Figura 1).

La variazione di plasticita dellECM segue un ritmo circa-
diano basato su una fase catabolica caratterizzata dalla solu-
bilizzazione della matrice e una fase anabolica caratterizzata
da una nuova deposizione di componenti della matrice. Du-
rante un periodo di 24 ore, la ECM cambia la sua solubilita;
PECM ¢ alternativamente in fase catabolica (fase SOL) pre-
valentemente caratterizzata da unaumentata attivita protea-
sica in condizioni di acidosi, e in una anabolica (fase GEL)
prevalentemente caratterizzata da un aumento dellattivita
delle sintetasi in condizioni di alcalosi.

La cronobiologia del turnover del’ECM ¢ controllata da spe-

<

e 4
| —————|

Figura 2 - La cronobiologia del turnover dell’ECM ¢ controllata
da specifici enzimi e da molecole che inibiscono gli enzimi stessi.
Il turnover del’ECM ¢& modulato dallinterazione tra le MMPs e
corrispettive TIMPs determinando leffetto combinato sul turnover
dell’ECM: le TIMPs inibiscono le MMPs in modo stechiometrico
in rapporto 1:1.

cifici enzimi (MMPs - Metalloproteinasi, 22 enzimi prote-
olitici umani) (28), da corrispettive molecole che inibiscono
le MMPs (4 TIMPs - Tissue Inhibitor of metalloproteinases)
e da ormoni come il cortisolo (29) (Figura 2).

Sintesi ed azione delle MMPs e delle TIMPs sono controlla-
te da diverse citochine (30): le citochine pro-infiammatorie
guidano lattivita delle MMPs con conseguente degradazione
della ECM,; le citochine antinflammatorie guidano lattivita
delle TIMPs con conseguente nuova deposizione di ECM
(Figura 3).

5. La perdita dell'omeostasi del’ECM

Il turnover dell’ECM ¢ modulato dall'interazione trale MMPs
e le loro TIMPs. Lequilibrio tra MMPs e TIMPs ¢ controllato
da citochine che gestiscono lequilibrio tra fibrolisi e fibroge-
nesi. IL-1, IFN-y e TNF-a stimolano la proteolisi enzimatica

Degradazione
dell’lECM

Deposizione
dellECM

Degradazione
dell’lECM ed
inflammazione
Deposizione
delllECM [E—Y
 ——

Figura 3 - A) Nella fisiologia del’ECM, le citochine controllano lequilibrio tra fibrolisi e fibrogenesi. IL-1, IFN-y e TNF-a stimolano gli
enzimi proteolitici mentre TGF-f, IL-4 e IL-10 stimolano gli inibitori degli enzimi proteolitici stessi. B) Lalterazione dellespressione dei
mediatori del rimodellamento del’ECM e strettamente connessa con i fenomeni inflammatori.
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mentre TGF-y, supportato da IL-4 e IL-10, stimola gli inibi-
tori degli enzimi proteolitici (30).

Lalternanza ciclica dellespressione delle proteine che rimo-
dellano 'ECM induce fenomeni infiammatori fisiologici
responsabili del rimodellamento stesso.

Il pannello di citochine coinvolto nel turnover del’ECM &
parzialmente speculare a quello infiammatorio e, analoga-
mente, il suo dispiegamento ¢ legato all'infammazione del
microambiente del tessuto connettivo con alterazione del pH
locale e delle condizioni di ossidoriduzione (formazione di
ROS/RNS).

Liper-espressione di ROS e la concomitante riduzione del
pH inducono urn’infiammazione patologica, responsabi-
le della modificazione delle condizioni elettriche del’lECM
con compromissione sia della funzione di filtro elettrostatico
sia di barriera meccanica a causa dell’alterazione del turno-
ver del’ECM stessa. Le malattie inflammatorie sono uno dei
principali fattori scatenanti della riduzione del pH a livello
extracellulare (31, 32). Il ruolo dei ROS e del pH nellome-
ostasi del’ECM ¢ particolarmente interessante in quanto
entrambi sono precursori e mediatori dell'induzione delle
metalloproteinasi (30).

Lo stress ossidativo a livello della matrice extracellulare cau-
sato dai ROS induce direttamente la traslocazione nucleare
di NF-kB e la sintesi di MMPs; inoltre, i ROS sono anche
i mediatori di vie pro-infiammatorie indotte da citochine
come IL-1pB e TNF-a che partecipano alle loro cascate di se-
gnalazione intracellulare con conseguente sovra-espressione
di MMPs (Figura 4).

IL-1p TNF-o
ROS N
J{
— ROS

NF-kB Ets AP-1 MMPs

ARRY 1}

Figura 4 - Ruolo dei ROS nellespressione delle MMPs. I ROS
extracellulari attivano direttamente la sintesi delle MMPs via NF-kB.

Le cascate di segnale pro-inflammatorie innescate da IL-1p e TNF-a
inducono la sovra-espressione di MMPs tramite la stimolazione dei
ROS intracellulari.

Una condizione acida persistente ¢ deleteria per lomeosta-
si del’ECM ed ¢ responsabile della degenerazione del’lECM
stessa. Uno stato di acidosi € responsabile dell'aumentata at-
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tivita delle proteasi, delleccessiva idrolisi e rimodellamento
delle proteine dell’ECM e della persistenza della fase SOL.
Al contrario, uno stato di alcalosi prevalente ¢ legato all'au-
mentata attivita anti-proteasica con eccessiva neo-sintesi di
proteine del’ECM e conseguente persistenza della fase GEL
(Figura 5).

s

e LGCSI
»* Espansione della
/s fase anabolica
e (gel)
e » Tendenza
fibrotica

Y
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Infiammazione acutas
= Espansione della ,-’
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v

Figura 5 - ROS, pH e inflammazione patologica. La sovra-espres-
sione di ROS, la riduzione del pH e 'infiammazione sono respon-
sabili dell’alterazione delle fisiologiche fasi metaboliche del’TECM
(curva verde). Linflammazione acuta aumenta la durata della fase
catabolica (curva e area rossa) e la solubilita della matrice. Linfiam-
mazione sistemica cronica di basso grado aumenta la fase anabolica
(curva e area blu) promuovendo la gelificazione progressiva della
matrice (tendenza fibrotica).

E interessante notare che una prevalenza persistente della
fase GEL & spesso la conseguenza di una mancata risoluzione
di un evento infiammatorio acuto. Questa condizione porta a
una persistente fase GEL compensativa, interpretabile come
un tentativo dellECM di neutralizzare la fase SOL persisten-
te (e, per questo, non fisiologica).

Lalterazione della struttura dell’ECM e delle sue proprie-
ta elettrostatiche altera l'azione barriera/filtro della matrice
stessa. La perdita dellomeostasi del’ECM influenza il traffico
molecolare nel microambiente cellulare causando la progres-
siva alterazione del signaling intercellulare e favorendo I'im-
pregnazione della matrice da parte di sostanze metaboliche
di scarto, anche tossiche nel medio-lungo periodo. Di conse-
guenza, sia i processi cellulari anabolici che catabolici sono
progressivamente perturbati dalle alterazioni del’ECM.

Un numero considerevole di patologie presenta, tra i suoi
agenti etiologici, l'alterazione delle caratteristiche della ma-
trice extracellulare, le alterazioni del suo turnover e la dege-
nerazione della stessa ECM.

Il turnover dell’ECM ¢ compromesso, ad esempio, nelle ma-
lattie degenerative fibrotiche e nella nefropatia diabetica. E
interessante notare come, anche nei fenomeni di invecchia-
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mento patofisiologico, l'alterazione dellomeostasi dellECM
sia fondamentale (30, 33, 34).

La degenerazione litica del'ECM ¢ principalmente studiata
in relazione a patologie oncologiche (meccanismi di meta-
statizzazione) ed in malattie che influenzano gli equilibri
proteolitici come il Morbo di Crohn, 'Epidermolisi Bollosa e
I'Osteoartrosi (35-38).

Un tratto distintivo comune a tutte le malattie citate ¢ la pre-
senza di una condizione inflammatoria cronica che, come
detto, puo guidare lalterazione del pH e del bilancio redox
all'interno del microambiente cellulare e, di conseguenza, al-
terare il turnover dell’ECM.

La lenta degradazione della cartilagine articolare duran-
te losteoartrosi (OA) € un chiaro esempio della perdita di
omeostasi del’ECM (37). Sia in condizioni normali che pa-
tologiche, il turnover dell’ECM della cartilagine e controllato
dai condrociti attraverso vie anaboliche e cataboliche e vie
di segnalazione autocrina/paracrina. I condrociti, sotto il
controllo di specifici fattori di crescita (ad esempio TGF-$
e IGF-1) producono le macromolecole e gli insiemi di enzi-
mi per la corretta deposizione del’ECM e per la gestione del
suo turnover. Lequilibrio tra fasi anaboliche e cataboliche &
cruciale per lintegrita del’ECM; in presenza di OA, i pro-
cessi catabolici superano i processi anabolici; il catabolismo &
innescato dalle citochine proinfiammatorie che promuovono
Iinfiammazione del microambiente cellulare con gli effetti
precedentemente citati sullECM (37).

Una conoscenza piu approfondita dei meccanismi di tur-
nover del’ECM e la possibilita di un intervento terapeutico
sulla matrice stessa possono essere punti chiave per la pro-
gettazione di un nuovo approccio al trattamento e alla pre-
venzione di un gran numero di condizioni patologiche in cui
I'infiammazione gioca un ruolo preminente. Sfortunatamen-
te, allaumento delle conoscenze nel campo della fisiologia
del’ECM non corrisponde un altrettanto rapido interesse nel
rendere 'ECM un bersaglio farmacologico.

6. Omotossicologia e Medicina di Bioregolazione dei Si-
stemi (Bioregulatory Systems Medicine - BrSM) e la modu-
lazione del turnover della matrice Extracellulare.

La moderna ricerca medica e farmacologica concentra i
suoi sforzi principalmente sullo studio dei meccanismi in-
tracellulari di regolazione biologica al fine di identificarne le
principali alterazioni patologiche e stabilire strategie per il
loro controllo. Pertanto, il microambiente cellulare &, nella
maggior parte dei casi, relegato al ruolo di luogo in cui si
verificano parte delle interazioni cellula-cellula e, in quanto
tale, non ¢ considerato un bersaglio farmacologico rilevante.
Tuttavia, il moderno concetto di microambiente cellulare
dimostra che 'ECM non ¢ inerte ma un attore importante
nei sistemi di segnalazione extracellulare. Il mantenimento
dellomeostasi della matrice garantisce lo sviluppo ottimale
delle interazioni che si svolgono al suo interno; pertanto, le
strategie volte al mantenimento o al ripristino dellomeostasi

del’ECM possono essere considerate come interventi tera-
peutici a tutti gli effetti.

La progettazione di un approccio farmacologico innovati-
vo per la modulazione dellomeostasi del’ECM ¢ possibile
applicando i principi dellOmotossicologia e della sua pit
moderna interpretazione, la Medicina di Bioregolazione dei
Sistemi (BrSM). (9, 39)

BrSM ¢ un approccio medico di recente formulazione volto
ad integrare i progressi nella scienza dei network molecola-
ri, dellinfiammazione e della biologia dei sistemi al fine di
formulare ipotesi terapeutiche basate sulla bioregolazione dei
sistemi interessati dallevento patologico (9); Lobiettivo della
BrSM ¢ quello di stimolare le capacita di autoregolazione di
cellule e tessuti e puo essere considerato lapproccio ideale
per la modulazione dellomeostasi del’ECM.

Gli interventi di BrSM utilizzano farmaci multicomponent/
multitarget che agiscono su piu vie di segnalazione intrinse-
che alle reti autoregolatrici; una strategia di BrSM, applicata
alla modulazione del turnover del’ECM, ha il potenziale per
influenzare lo stato inflammatorio, il bilancio redox e le fasi
anaboliche/cataboliche, consentendo un controllo efficiente
dellomeostasi della matrice.

Il medicinale naturale low dose multicomponent/multitarget
Galium-Heel® (Biologische Heilmittel Heel GmbH, Baden-
Baden, Germania) ¢ in grado di agire sui meccanismi di tur-
nover dellECM; i suoi componenti esercitano, in particolare,
le seguenti azioni biologiche:

e stimolo del turnover della sostanza fondamen-
tale. Risincronizzazione delle fasi SOL/GEL del-
la Matrice Extracellulare (Thuja occidentalis D3,
Pyrogenium D6, Galium aparine D3, Galium album
D3, Clematis recta D4, Ononis spinosa D4, Apis mel-
lifica D12, Caltha palustris D3, Betula alba D2, Sa-
ponaria officinalis D4, Hedera helix D4);

e attivazione del drenaggio linfatico ed emunto-
riale epato-renale (Caltha palustris D3, Thuja occi-
dentalis D3, Hedera helix D4, Betula alba D2, Thuja
occidentalis D3, Urtica urens D3, Clematis recta D4,
Ononis spinosa D4, Saponaria officinalis D4);

e azione antinflammatoria (Echinacea D5, Apis mel-
lifica D12);

e azione anti-degenerativa (Galium D3, Sedum D3,
Sempervivum D4, Ac. Nitricum D6, Argentum Me-
tallicum D8, Aurum Met. D10).

Galium-Heel®, in virtt della sua composizione multicompo-
nent/multitarget, puo modulare il turnover del’ECM agendo
in modo differenziato sui mediatori dell'infiammazione, sul
bilancio redox e sui processi catabolici/anabolici.

7. Farmacologia dei componenti di Galium-Heel®

Il meccanismo d’azione dei medicinali contenenti rimedi ve-
getali, animali e minerali, come nel caso di Galium-Heel®, &
basato sulle attivita biologiche dei singoli componenti, i quali
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esercitano il loro effetto farmacologico in virtu della loro pre-
parazione omeopatica.

Le basse concentrazioni (ottenute attraverso il metodo di
preparazione omeopatico) dei principi attivi contenuti nei
componenti costituenti Galium-Heel® consentono loro di
mantenere unattivita farmacologica riducendo enormemen-
te o eliminando i possibili effetti avversi che questi principi
attivi possono mostrare se usati a concentrazioni piu elevate.

Nello specifico:

e I rimedi minerali di Galium-Heel® contribuiscono alla
modulazione della sintesi e della deposizione delle com-
ponenti fibrillari della matrice extracellulare. In parti-
colare: Nitricum acidum agisce come donatore di ossido

nitrico (NO) attraverso il percorso nitrato-nitrito-NO
basato su un meccanismo di azione indipendente dalla
NOS - Ossido Nitrico Sintetasi - (tipico delle fasi del do-
lore tissutale, causato ad esempio da ipossia che & accom-
pagnato da perdita di plasticita del’ECM) (40-43). La sti-
molazione di questa via alternativa di sintesi del’NO puo
supportare la sintesi del collagene. E significativo notare
che 'NO agisce in modo bifasico, stimolando la sintesi
di nuovo collagene a basse concentrazioni e inibendo-
lo a concentrazioni piti elevate. Argentum metallicum e
Aurum metallicum sono fonti di argento ed oro, elementi
fisiologicamente presenti in tracce ed esercitanti una fun-
zione antiossidante (44); loro & anche coinvolto nei mec-

v
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Attivazione di MMP-2 e -3 Induzione della micro-infiammazione fisiologica

Induzione della fase catabolica fisiologica dell’ECM

Figura 6 - Meccanismo d’azione putativo di Pyrogenium. Pyrogenium attiva le cellule dendritiche (DC) tramite i TLRs. Le DC rilasciano

IL-12 che induce a sua volta la maturazione dei sub-cloni Th1dei linfociti. La risposta immunitaria di Tipo 1 mediata da IL-1f promuove

una microinflammazione controllata e la sintesi delle MMPs (71).
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Figura 7 - Pannello sinottico delle azioni biologiche attribuibili ai singoli componenti di Galium -Heel .

(45). Phosphorus e Calcium fluoratum (fonte di fluoruro)
sono coinvolti nei processi di regolazione del turnover
dell’ECM essendo il fosforo coinvolto nei processi di sin-
tesi delle TIMPs (46) e il secondo, sotto forma di fluoruro,
nella regolazione della sintesi di MMP-2 e -9 (47).

e Icomponentivegetali Caltha palustris L., Galium aparine
L., Galium album L., Sedum acre L., Sempervivum tectorum
L., Urtica urens L., Juniperus communis L. e Betula alba L.
contribuiscono alla modulazione della deposizione della
matrice. C. palustris L. promuove la sintesi del collagene
mediata dall'Ossido nitrico (48). Galium spp., S. acre L.,
S. tectorum L. e U. urens L. esercitano una potente azione
antiossidante (49-53) contribuendo alla regolazione
dei livelli di stress ossidativo. J. communis L. controlla
la sintesi del collagene di Tipo I e III riducendo la loro
espressione ed esercitando unazione protettiva contro la
tendenza alla fibrosi (54). B. alba L. contribuisce a ridurre
lespressione di MMP-3 in accordo con la sintesi ridotta
del collagene di Tipo III (55, 56). B. alba L. esercita anche
unazione antinfiammatoria che riduce lespressione di IL-
1P (56).

e Glialtri rimedi contenuti in Galium -Heel sono coinvolti
nella modulazione del processo infiammatorio: Apis
mellifica, B. alba L. ed Echinacea angustifolia L. riducono
lespressione di diverse citochine pro-inflammatorie come
IL-1B, IL-6 e TNF-a (56-62).

E riportato in letteratura come Omnonis spinosa L. sia
coinvolta nella down-regolazione diretta di NF-kB (63)
mentre Clematis recta L., Hedera helix L. e Saponaria
officinalis L. sono descritti come potenti modulatori della
risposta inflammatoria (64-70).

Particolarmente importanti sono Pyrogenium (ricco
di lipo-polisaccaridi - LPS - derivati dalle pareti di

batteri Gram’) e Thuja occidentalis L., entrambi in
grado di esercitare un effetto immunomodulante. Sono
coinvolti nella regolazione della microinflammazione
fisiologica che controlla la transizione delle fasi della
matrice attraverso i processi anabolici e catabolici.
Pyrogenium e T. occidentalis L. possono stimolare
la risposta immunitaria di tipo Thl inducendo una
microinfiammazione controllata e di conseguenza
promuovendo la sintesi di MMPs (71-73) (Figure 6 e 7).

8. Conclusioni

Negli ultimi anni il ruolo del’ECM e stato rivalutato come
fattore chiave nella regolazione dei processi cellulari a livello
tissutale, sia in condizioni fisiologiche che patologiche.

Il concetto di plasticita e rigidita della matrice ¢ stato appro-
fondito associando la perdita della corretta sincronizzazione
tra le fasi anaboliche e cataboliche del’ECM all'insorgenza di
numerose patologie, specialmente di natura inflammatoria.
Linstaurarsi di una condizione subclinica di infiammazione
sistemica cronica di basso grado induce unalterazione del
turnover della matrice con una predominante fase catabolica
durante levento infiammatorio acuto e quindi con una pre-
valenza di quella anabolica durante 'infiammazione cronica
con conseguente degenerazione fibrotica del tessuto colpito.
Sulla base di queste considerazioni, l'importanza di agire sul
turnover della matrice ¢ diventata chiara e il recupero dello-
meostasi del’ECM puo essere considerato un possibile nuo-
vo obiettivo terapeutico.

Per raggiungere questo scopo € necessario uno strumento
farmacologico in grado di modulare i meccanismi di sinte-
si della deposizione e di rimodellamento della matrice e di
recuperare la corretta cronobiologia delle fasi anaboliche e
cataboliche.
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In virtu della sua composizione, il medicinale multicompo-

nent/multitarget Galium-Heel® ¢ in grado di agire da “pace-

maker” su molteplici aspetti attinenti al turnover dellECM
e, allo stesso tempo, contribuire al ripristino dellomeostasi
della matrice grazie alla sua “intelligenza biologica”

Queste considerazioni teoriche richiedono valutazioni spe-
rimentali volte a valutare, ad esempio, lattivita di Galium-
Heel® come scavenger di radicali liberi (fattori-chiave nella
regolazione del turnover del’ECM e coinvolti anche nei fe-
nomeni inflammatori) e la sua azione sul collagene di Tipo
III e sul’MMP-3 tipici mediatori del fenomeno fibrotico, va-
lutazioni che sono in corso nel momento in cui questo lavoro
viene scritto e pubblicato.
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