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SUMMARY

In HCV-related mixed cryoglobulinemia (MC) a peripheral neuropathy (PN) may occur. To evaluate the prevalence
and the characteristics of PN, 133 consecutive patients with HCV-MC (117 type |1, 16 type |11) were studied.
Neurologic evaluation was performed according to the guidelines of Italian Group for the Study of Cryoglobuline-
mias, using a neurological disability score and a neurological symptom score. In 52/133 patients an electrophysiolo-
gic study (ENG) of ulnar, peroneal and sural nerves was performed. For 27/52 patients ENG data registered at dif-
ferent times (interval 12-96 months) were available. In 11 patients a sural nerve biopsy was obtained.

An overt PN, mostly as sensory asymmetrical or symmetrical nerve impairement, was found in 107/133 patients
(80.4%). ENG abnormalities-reduction or absence of sensory and sometimes of motor action potential, normal or sli-
ghtly impaired nerve conduction velocity, consistent with axonal damage- were detected in 48/52 patients (92.3%). In
26 out of the 27 patients observed at different times an evolution of PN was found. Nerve biopsies showed a prevalent
axonal damage, swollen endotelial cells in epi- and perineurial vessels and scarce mononuclear perivascular infil-
trates. No leukocytoclastic vasculitis was observed. |mmunoglobulins and complement in sub-perineurial vessel wall
wer e detected.

Conclusions. In HCV-MC a PN is frequent. It is mostly a sensory and progressively worsenig axonopathy. Different

mechanisms may be involved in the pathogenesis of this disorder and a direct role of HCV cannot be excluded.

INTRODUZIONE

| virus C dell’ epatite (HCV) € un virus epato-

tropo elinfotropo e ad sono stateriferitedi-
verse patologie extraepatiche (1). In particolare
un'infezione cronica da HCV é all’ origine della
stragrande maggioranza dei casi di crioglobuline-
mia mista (CM) (2, 3), condizione caratterizzata
dalla presenza in circolo di immunocomplessi
crioprecipitabili, costituiti principalmente da IgG
e da IgM con attivita di fattore reumatoide (4).
Nella CM di tipo Il il fattore reumatoide € poli-
clonale, inquelladi tipo Il @monoclonae (5). Una
CM puo essere rilevata occasionalmente anche in
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soggetti asintomatici, main genere i pazienti con
CM tendono arealizzare una sindrome crioglobu-
linemica (SC).

Nella originaria descrizione di Meltzer e Franklin
(4) la SC viene riportata soprattutto come triade di
porpora, astenia e artralgie, ma viene rilevato co-
me nel tempo essa possa configurarsi come mal at-
tia sistemica.

Lapossibilitadi uninteressamento del sistemaner-
voso periferico (SNP) in questa condizione, pur ri-
conosciutadadiverso tempo (4, 6, 7), e stata oggetto
di attenzione soltanto negli ultimi anni (8-12). An-
coranon del tutto definiti sono i meccanismi attra-
verso i quali s redlizzail danno del nervo.

Scopo del nostro studio € stato valutare la preva-
lenza e le caratteristiche della neuropatia periferi-
ca (NP) in pazienti con SC HCV-correlata e indi-
viduare i possibili meccanismi patogenetici.
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PAZIENTI E METODI

Sono stati studiati 133 pazienti consecutivi con SC,
definitain base ai criteri proposti da Invernizzi et
al. (13). Centodieci pazienti erano donne e 23 uo-
mini, I’ etd era compresafra23 e 73 anni (mediana
55 anni) e ladurata di malattia, definitain rappor-
to a primo fenomeno clinico dellasindrome, fral
e 24 anni (mediana 6 anni).

In 117 pazienti lacrioglobulinemiaeradi tipo Il e
in 16 di tipo 11 (immunofissazione post-elettrofo-
retica). Il criocrito era compreso fra 0.5% e 50%
(mediana 3%). In tutti i pazienti erano presenti in
circolo anticorpi anti-HCV; in 79 di 87 nei quali era
stato ricercato era presente HCV-RNA (RT-PCR).
In 41 casi e stato determinato il genotipo virale
(LiPA, Innogenetics).

Tutti i pazienti sono stati sottoposti a valutazione
neurologicain accordo con il protocollo elaborato
dal Gruppo Italiano di Studio delle Crioglobuline-
mie (GISC) (14), impiegando una scala di valuta-
zione dei sintomi neurologici (NSS) e unascaladi
valutazione dei segni di invalidita neurologica
(NDS) (15).

In 52 dei 133 pazienti & stato condotto uno studio
elettroneurofisiologico mediante el ettroneuro-
gramma (ENG). Sono stati studiati I’ ulnare eil su-
rale come nervi sensitivi, I’ulnare e il peroneale
come nervi motori. Sono stati valutati |atenza, am-
piezza e morfologiadel potenziale d' azione sensi-
tivo (PAS) edd potenziae motorio (PAM), nonché
lavelocitadi conduzione (VdC) sensitiva e moto-
ria

Per 27 dei 52 pazienti erano disponibili anche da-
ti elettroneurografici ottenuti trai 12 ei 96 mesi
precedenti (mediana 18 mesi). Per 19 pazienti I'in-
tervallo tralaprimael’ ultimaosservazione erain-
feriore a 3 anni, per 8 superiorea 3.

In 11 pazienti, previo consenso informato, e stata
eseguita una biopsia di nervo surale. [l campione
di tessuto € stato processato, secondo metodiche
standard, per uno studio morfologico e morfome-
trico, in microscopia ottica ed elettronica, ed uno
studio su singole fibre dissociate. E stato, inoltre,

eseguito uno studio inimmunofluorescenzaed im-
munoistochimica su sezioni criostatiche teso ain-
dividuare la presenza di immunoreattanti ed a ca-
ratterizzare le popolazioni cellulari negli infiltrati.
A tae scopo sono stati impiegati antisieri coniugati
con Texas Red diretti contro immunoglobuline
(I0A, 1gG, IgM) efrazioni del complemento (Clq,
C3, complesso terminale C5-9) e anticorpi mono-
clonali biotinilati diretti verso epitopi cellulari
(CD3, CD4, CD11a-b-c, CD20, CD45R0O, CD68)
(Bio Trend).

| risultati sono stati espressi come media+ DS. |
confronti trai gruppi sono stati effettuati median-
teil test U di Mann-Whitney. Il test esatto di Fisher
e stato impiegato per comparare variabili discrete.
Sono stati considerati statisticamente significativi
valori di p <0.05.

RISULTATI

Un interessamento del SNP e stato rilevato clini-
camentein 107 dei 133 pazienti (80.4%). In 105 ca
si il quadro neurologico era quello del coinvolgi-
mento di pit nervi periferici, di tipo simmetrico
(polineuropatia) in 50 ed assmmetrico (multineu-
ropatia) in 55. In 2 casi erainteressato un solo ner-
VO (mononeuropatia).

NP é stata rilevatain 94/117 casi (80.3%) di CM
di tipoll ein 13/16 casi (81.2%) di CM di tipo I11.
Non sono state riscontrate differenze statistica-
mente significative relativamente all’ eta, alladurata
di malattiaeal criocrito trapazienti con e senzaNP
(Tab. 1), anche quando & stato considerato il tipo di
coinvolgimento neurologico (Tab. I1). E stata co-
munque rilevata una durata di malattia pit lunga
nei soggetti con polineuropatia.

L'ENG ha consentito di individuare alterazioni
elettroneurografiche in 48/52 pazienti (92.3%); in
8 di non vi eraevidenzaclinicadi NP,

| nervi pit frequentemente compromessi sono ri-
sultati il surale, interessato in tutti i casi, ed il pe-
roneale. E stata rilevata assenza o riduzione d am-
piezzadel PAS e/o del PAM, con unaVdC, sensi-

Tabella I - Eta, durata di malattia e criocrito in pazienti crioglobulinemici con e senza neuropatia periferica (NP).

NP+ NP-
(n=107) (n=26) P
Eta (anni) 552 +9.7 53.8+11.2 N.S.
Durata di malattia (anni) 7+5.4 7+4.8 N.S.
Criocrito (%) 8.6+12 6.19+ 8.6 N.S.
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Tabella Il - Eta, durata di malattia, criocrito e tipo di neuropatia periferica in 107 pazienti con crioglobulinemia mista.

Mo Mu Po

(n=2) (n=55) (n=50) P
Eta (anni) 48+11.3 55.7 +10.6 53.8 £11.2 N.S.
Durata di malattia (anni) 5+57 6.7+55 74+54 N.S.
Criocrito (%) 5 9.7 +13.1 74+12.7 N.S.
Mo: mononeuropatia; Mu: multineuropatia; Po: polineuropatia

Tabella Il - Alterazioni rilevate in 48 di 52 pazienti con crioglobulinemia mista sottoposti ad ENG.

Alterazioni Alterazioni VdC
PAS PAM PAS+PAM ) M S+M
n. pazienti n. pazienti
arto superiore 16 (1) 6(1) 6 7 5 5
arto inferiore 48 (21) 26 (1) 26 14 5 5

In parentesi il numero di pazienti con potenziale anelicitabile.

PAS: potenziale d'azione sensitivo; PAM: potenziale d’azione motorio; VdC: velocita di conduzione; S: sensitiva; M: motoria.

Tabella IV - Compromissione dei nervi periferici al'ENG in 27 pazienti con crioglobulinemia mista osservati in due occasioni.

ENG normale ENG patologico
S S+P S+US S+P+US S+P+US+UM
| osservazione 3 9 9 1 4 1
Il osservazione 1 8 7 3 6 2

S: n. surale; P: n. peroneale; US: n. ulnare sensitivo; UM: n. ulnare motorio

tiva e/o motoria, normale o talvolta soltanto lieve-
mente rallentata (Tab. 111).

Dei 27 pazienti per i quali erano disponibili dati
ENG ottenuti in epoche diverse, 24 mostravano al-
terazioni elettroneurografiche giaallaprima osser-
vazione.

Nei 19 pazienti con intervalo tra le due osserva-
zioni inferiore a 3 anni il quadro ENG e risultato
stazionario in 16 casi (uno dei quali senza NP),
peggioratoin 3. Tragli 8 soggetti conintervallo su-
periore a 3 anni € stato riscontrato un peggiora
mento in 7 casi (2 senza NP alla prima osserva-
zione), una stazionarieta in 1 (con polineuropatia
giaala prima osservazione).

In nessun caso I’ENG si & normalizzato o ha mo-
strato miglioramento del parametri studiati. Il su-
rale é risultato il nervo piu precocemente interes-
sato, seguito nel tempo dall’ interessamento del pe-
roneale e/o dell’ ulnare sensitivo e quindi dell’ ul-
nare motorio (Tab. 1V).

Il gencotipo HCV, determinato in 41 pazienti, € risul-
tato 1bin 32 casi (78%). Lasuaprevalenzaérisulta-

ta piu eevata nel soggetti con NP, con una differen-
za dtatisticamente significativa (p = 0.04) (Tab. V).

Negli 11 pazienti (10 con segni clinici e stru-
mentali di NP ed uno esclusivamente con sintomi
suggestivi di NP) sottoposti abiopsiadi nervo su-
rale é stato evidenziato un quadro di degenera-

Tabella V - Genotipi virali e neuropatia periferica in 41 pazienti con
crioglobulinemia mista.

. NP+ NP-
Genotipo HCV (n=27) (n=14)
Ta 0 2
b 24* 8*
2a 2 4
2b 0 0
Ta+2a 1 0
Neuropatia periferica presente (NP+)

Neuropatia periferica assente (NP-)
* p=0.04
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Figura 1 - Sezione trasversa di nervo surale. Marcata riduzione di numero
delle fibre mieliniche, aumento del connettivo epineurale e presenza di
vasi a parete ispessita (sezione semifine; bleu di toluidina; x 4).

Figura 2 - Nervo surale. Vaso endoneurale con cellule endoteliali
rigonfie e protrudenti nel lume (sezione ultrafine; x20000).

zione assonale (Fig. 1), associata a patologiamie-
linicain 2 casi e amicroangiopatiain tutti.

Le alterazioni vascolari alivello epi e perineura-
le sono consistite prevalentemente in un ispessi-
mento della parete delle arteriole per prolifera-
zione della componente stromale della media e
rigonfiamento delle cellule endoteliali (Fig. 2),
con riduzione e talora occlusione del lume. 1l ri-
gonfiamento delle cellule endoteliali € stato un
reperto costante a livello dei vasi endoneurali.
Elementi cellulari mononucleati, in genere isola-
ti, sono stati osservati in sede perivascolare, pre-
valentemente a livello epineurale e piu raramen-
te endoneurale, in quest’ ultimo caso associati ta-
lora afenomeni di eritrodiapedesi.

L o studio immunoistochimico ha consentito di ri-
levare depositi di immunoglobuline (IgM in 9/11
casi, in 6 associate ad 1gG) e di complemento
(Clgin 3/11 e C5-9 in 5/11) alivello sub-peri-

neurale (Fig. 3). In tutti i casi sono stati osserva-
ti elementi mononucleati in sede perivascolare,
non sempre evidenti su sezioni semifini, caratte-
rizzabili soprattutto come macrofagi e linfociti T
CDA4.

DISCUSSIONE

La possibilita di un interessamento del SNP nella
SC é stata scarsamente consideratain passato. Nel-
laloro descrizione Méeltzer e Franklin (4) riporta-
no la presenza di NP soltanto in uno dei 12 pa
zienti osservati. Anche in uno studio successivo di
Logothetis (6), su ampia casistica, la NP risulta
presente soltanto nel 7% dei pazienti. Nel 1980, in
uno studio su 40 pazienti, Gorevic (7) riportaunin-
teressamento del SNP nel 12% circa dei casi, a
fronte di una elevata prevalenza di interessamento
cutaneo, epatico e renale. Anche in lavori succes-
sivi la compromissione del SNP viene riportata
guale patologia relativamente infrequente (16).
Negli ultimi anni diversi autori hanno richiamato
I attenzione su questo specifico aspetto della SC,
sottolineando come una NP possaessererilevatain
oltre lameta dei pazienti (8-12).

La differente prevalenza di NP nelle diverse casi-
stiche & dariferire ale differenti metodiche di se-
lezione e di esame dei pazienti. In particolarel’in-
dagine neurologica, se non condotta secondo un
protocollo standardizzato, pud comportare una di-
versasensibilitane confronti dellaneuropatiacrio-
globulinemica.

I'n un precedente lavoro abbiamo rilevato chei sin-
tomi di NP, presenti in una percentuale di pazienti
relativamente bassa all’ esordio della SC, tendono
invece ad emergere nel corso dellamalattia (17).

Figura 3 - Sezione criostatica di nervo surale. Depositi di IgM a livello di
vasi epineurali e del perinevrio (Immunofluorescenza: Texas Red; x60).
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Il riferito anamnestico suggerisce un interessa-
mento additivo dei nervi periferici, senza un chia
ro carattere di smmetria. | pazienti tendono area-
lizzare unamultineuropatia che all’ atto dell’ osser-
vazione pur configurando una polineuropatia € in
realtauna pseudo-polineuropatia. In effetti trai no-
stri pazienti con NP quelli con ‘polineuropatia’ mo-
stravano una durata di malattia pit lunga nei con-
fronti degli atri, a supporto di una estensione del
danno neurologico nel tempo.

Nei 52 dei 133 pazienti nei quali € stato possibile
eseguire anche una valutazione elettrofisiologica,
mentre |’ esame neurologico clinico hafatto rileva
reunaNPin circal’80% dei casi, quello strumen-
tale ha consentito di individuare alterazioni in ol-
tre il 90%.

Questo dato € in accordo con quanto riportato da
Manganelli et a. (10) edaFerri et d. (12) i quali,
pur rilevando segni clinici di NP in circala meta
del pazienti, riscontrano alterazioni elettroneuro-
grafichein oltreI’80% dei casi.

Nei nostri 48 pazienti con alterazioni elettroneuro-
grafiche i nervi pit frequentemente compromessi
sono risultati il peronealeed il surale. In particola-
rel’esame del nervo surale, sempre compromesso
nei soggetti con ENG patologico, sembraporsi co-
me test estremamente sensibile nel confronti della
neuropatia crioglobulinemica.

Crespi et a. (18) in uno studio prospettico, clinico
ed dettrofisiologico di 9 pazienti con crioglobuli-
nemiamista seguiti fino a6 anni, riportano una so-
stanziale stabilitanel tempo del danno del nervo pe-
riferico. Questa stabilitavieneriferitaal buon con-
trollo terapeutico della malattia nel pazienti stu-
diati nel corso del follow-up. Nei nostri pazienti se-
guiti per pitilungo periodo noi abbiamo invece os-
servato un peggioramento ed una estensione della

RIASSUNTO

NP nel tempo, nonostante un buon controllo degli
atri fenomeni della sindrome croglobulinemica.
L a neuropatia appare evolvere con un compromis-
sione sequenziale dei nervi periferici relativamen-
te tipica: surale - peroneale e/o ulnare sensitivo -
ulnare motorio. Sembra essere interessato inizial-
mente il distretto distale, sensitivo dell’ arto infe-
riore, quindi il distretto distale, motorio dell’ arto in-
feriore, oppure quello sensitivo dell’ arto superio-
re. Infine, nel casi piu severi, si realizza una pseu-
dopolineuropatiasensitivo-motoriaper I’ interessa-
mento anche del distretto distale motorio dell’ arto
superiore.

Origgi et a. (19) riportano una maggiore preva-
lenza di NP nei pazienti crioglobulinemici infetti
dagenotipo HCV 1b. Tale dato € stato rilevato an-
che da noi, ma potrebbe essere soltanto un effetto
legato all’ elevata prevalenza sia del genotipo 1b
(20) che della NP nella nostra popolazione.

| meccanismi attraverso i quali si redlizzail danno
del nervo periferico non sono stati ancora del tut-
to definiti. Sono stati presi in considerazione una
demielinizzazione immunomediata (21), una in-
terferenzacon il microcircolo dei vasanervorum da
precipitazione intravascolare di crioglobuline o una
vasculite dei vasa nervorum (21-23). Ferri et al.
(12) ritengono che le lesioni del nervo periferico
nella CM possano essere soprattutto di origine va-
scolare e che contribuiscano alla patogenesi le al-
terazioni emoreologiche rilevabili in questa condi-
zione (24).

L e caratteristiche el ettroneurografiche ed i stopato-
logiche di neuropatia preval entemente assonal e so-
no compatibili con un danno del nervo periferico
sostenuto da una arteriopatia epinevriale multifo-
cale €/o una microangiopatia endonevriae diffusa
(25, 26). Tuttavia, |I'infrequente osservazione di

Per valutare prevalenza e caratteri della neuropatia periferica (NP) sono stati studiati 133 pazienti con crioglobuline-
miamista (CM) HCV-correlata. Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad esame neurologico clinico, 52 ad el ettroneu-
rogramma (ENG), 11 a biopsiadi nervo surale.

NP érisultatain 107/133 pazienti (80.4%) all’ esameclinico ein 48/52 (92.3%) all’ ENG, con assenza o riduzione d’ am-
piezza del potenziale d’ azione, con una velocita di conduzione normale o talvolta soltanto lievemente rallentata. Le
biopsie hanno mostrato un quadro di degenerazione preval entemente assonale, rigonfiamento dell’ endotelio dei vasi
endoneurali, modesti infiltrati perivascolari di elementi mononucleati, depositi sub-perineurali di immunoglobuline e
complemento.

Conclusioni. Nei pazienti con CM HCV-correlata una NP & frequente, di tipo prevalentemente assonale e vasculome-
diata. Un ruolo piu diretto dell’ HCV non puo essere del tutto escluso.

Parole chiave: Neuropatia periferica, HCV, crioglobulinemia mista.
Key words: Peripheral neuropathy, HCV, mixed cryoglobulinemia.
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unavasculiteleucocitoclasticaed il riscontro di in-
filtrati perivascolari di cellule mononucleate sug-
geriscono anchel” intervento di un meccanismo cel-
lulo-mediato (27, 28).

Alle suddette ipotesi patogenetiche va aggiunta
guellaafavore di un ruolo pit diretto del virus C.
Recentemente, mediante ibridazione in situ, Bo-
netti et al. (29) hanno riscontrato I’ RNA virale nel-
le cellule epinevriali di soggetti con neuropatia
crioglobulinemica. Sicuramente alcuni virus, co-
mel’HIV, il VZV, il CMV, il virusdi Ebstein-Barr,
possono comportare una NP. Questi virus infette-
rebbero il nervo per internalizzazione delle parti-
cellevirali attraverso un meccanismo di endocito-
s mediata da recettori assonali, dando luogo ad
una NP demielinizzante (30). Questo meccanismo
per I’'HCV non & stato dimostrato, ma I’ osserva-
zione di neuropatia demielinizzante in soggetti
HCV infetti senza crioglobulinemia (31) induce a
considerare questa possihilita e quella di una ri-
sposta anticorpale anti-gangliosidi eicitatadall’in-
fezione virade.
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