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SUMMARY

Objectives. PNSisinvolved in Systemic Sclerosis (SX) since the earliest phases. Our aimisto performan ultrastructural
study on skin PNSfibersin SSc.

Methods. Skin biopsies were taken from forearms of 8 patients affected by limited SSc (ISSc) and 3 controls and
processed for transmission electron microscopy (TEM). The semithin sections (2 mm) were observed at light micro-
scope and optical fields were chosen for ultrathin sections (1 mm) preparation and TEM examination.

Results. In ISSc skin, in the semithin sections, damaged areas are close to apparently spared areas. At TEM, in early
ISSc patients, signs of inflammation and damaged microvessels are visible in derma. PNSfibers are no damaged. In
advanced |SSc, fibrosis prevails on inflammation, and slight ultrastructural alterations of PNS fibers are evident in
papillar derma.

Conclusions. PNSlesions are different in severity in |SSc according to the disease duration, resulting more severein

advanced than in early phase.

INTRODUZIONE

a Sclerosi Sistemica (SSc) € una malattia del

connettivo ad eziologiaignota, caratterizzatada
alterazioni dellamicrocircolazione, presenzadi au-
toanticorpi e daattivazione dei fibroblasti che, pro-
ducendo abnormi quantita di collagene, inducono
fibros indiversi organi e apparati (1). Uno dei prin-
cipali organi bersaglio del processo fibrotico € la
cute, le cui alterazioni sono dovute al graduale
ispessimento del derma e all’ assottigliamento
dell’ epidermide, che, nel loro insieme, comporta-
no un indurimento della cute, rilevabile anche alli-
vello clinico.
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A livello istopatol ogico, dapprimacompaiono ede-
ma ed infiltrato flogistico e successivamente sono
rilevabili appiattimento delle papille dermo-epi-
dermiche, anormale distribuzione dei fasci di col-
lagene e perdita degli annessi cutanei (2). Altera-
zioni dei microvasi sono presenti fino dalle prime
fasi di malattia.

Lacute é riccamente dotata di fibre nervose del si-
stema nervoso periferico (SNP) e organuli recetto-
riali, tale da essere considerata un importante or-
gano di senso, contenente molte terminazioni sen-
sitive specializzate e terminazioni libere, alcune
delle quali penetrano anche nell’ epidermide, talo-
ra arrivando fino alla strato corneo. Unariccarete
nervosasi trovaanche attorno ai vari annessi cuta-
nei ed a vasi sanguigni (3, 4).

Fino ad oggi, sono stati condotti molti studi morfo-
logici sulle alterazioni microvascolari nella cute
dei pazienti con SSc (5, 6), mentre poco sono i la-
vori che hanno valutato I’ ultrastrutturadel SNP cu-
taneo (7, 8).

Nella SSc, e stata dimostrata una incidenzarel ati-



248 A.Del Rosso et d.

vamente elevatadi alterazioni del SNP, che sembra
coinvolto in ognuna delle sue branche, sensitiva,
motoria ed autonoma (SNA) (8) ed il cui network
€ ben rappresentato a livello perivascolare. Tale
coinvolgimento é presente fino dalle prime fasi di
malattia. Infatti, sono frequentemente descritte neu-
ropatie a carico dei nervi encefalici e spinali (so-
prattutto dei nervi trigemino e mediano), la cui
comparsa pud precederedi anni I’ esordio dellaSSc
(9, 10), ed dterazioni dellafunzione del SNA, che
appareimplicato nellagenesi del fenomeno di Ray-
naud (11, 12), di aterazioni del tratto R-R (13-15),
di anomalie della motilita dell’ apparato gastroen-
terico (16, 17) e di neuropatia autonomica pupilla-
re (18, 19).

Comunque, ad oggi, hon c¢i sono dati sicuri sull’ ef-
fettivo ruolo svolto dal SNP nella patogenesi della
malattia; ovvero se il suo coinvolgimento sia pri-
mitivo e precoce oppure un epifenomeno seconda-
rio, pur restando ormai accertate le sue alterazioni
nel corso della malattia (8).

Vista la frequenza delle alterazioni del SNP nella
SSc, abbiamo eseguito uno studio ultrastrutturale
sullefibredel SNP nellacute, organo bersaglio del-
lamalattia, in un gruppo di pazienti affetti dal sub-
set limitato della SSc (I1SSc).

PAZIENTI E METODI

Sono stati selezionati 8 pazienti (6 donne e 2 uo-
mini, etamedia’57.6£5.8 anni), affetti dalSSc (20)
seguiti presso la sezione di Reumatologia del Di-
partimento di Medicina Interna dell’ Universita di
Firenze. | pazienti sono stati sottoposti a biopsia
(1x 0.5 cm) sul terzo medio dell’ avambraccio su
cute coinvolta dalla malattia.

Inoltre, sono stati prelevati frammenti di cute
dall’avambraccio di 3 soggetti comparabili per ses-
so ed eta ai pazienti con SSc (2 donne e 1 uomo,
etd media 54.7+6.6 anni), sottoposti ad interventi
chirurgici all’arto superiore per traumatismi. Lo
studio & stato approvato dal comitato etico localee
tutti i soggetti partecipanti hanno dato il loro con-
senso informato scritto. | campioni cutanel ottenu-
ti, comprendenti epidermide e derma, sono stati
processati per I'analisi in microscopia elettronica
atrasmissione (MET).

Tutti i pazienti affetti da SSc sono stati sottoposti
ad un wash-out farmacologico nei 15 giorni prece-
denti la biopsia, durante i quali e stata permessa
soltanto I’ assunzione di inibitori di pompa proto-
nica e clebopride.

MICROSCOPIA OTTICA PER LE SEZIONI
SEMIFINI E MICROSCOPIA ELETTRONICA
A TRASMISSIONE (MET)

Per I'analisi in MET, i campioni sono stati fissati
inglutaraldeide a 4% in tampone cacodilato 0,1M,
pH 7.4 e post-fissati in tetrossido di osmio all’ 1%
in tampone fosfato 0,1M, pH 7.4. | campioni sono
stati poi deidratati in una serie graduatadi acetoni,
passati attraverso ossido di propilene e inclus in
Epon 812.

Le sezioni semifini ottenute all’ ultramicrotomo (2
pum), dopo colorazione con blu di toluidina, sono
state osservate a microscopio ottico (MO) e sono
stati scelti alcuni campi ottici, contenenti fibre ner-
Vose, su cui effettuare successive sezioni ultrafini
(1 pm). Queste ultime sono state colorate con ace-
tato di uranile e bismuto alcalino subnitrato per
I’ osservazione a microscopio elettronico a tra-
smissione (eseguita con microscopio elettronico
Jeol 1010).

STATISTICHE

| dati demografici e clinici dei pazienti affetti da
SSc e dai soggetti di controllo sono stati espressi
come media + deviazione standard (per le variabi-
li continue) e come rapporti (per le variabili bino-
miali) e paragonati rispettivamente tramitet-test di
Student e test X2 Le statistiche sono state consi-
derate significative per valori di p< 0.05.

RISULTATI

Le caratteristiche cliniche dei pazienti, studiati se-
condo le recenti linee guida (21), sono mostrate
nellatabellal. Nessuno dei pazienti presentavasin-
tomi e segni (valutati tramite elettromiografia) a
carico del SNP néassumevafarmaci attivi sul SNP.

SEZIONI SEMIFINI OSSERVATE
AL MICROSCOPIO OTTICO (MO)

Nelle sezioni semifini della cute dei pazienti con
ISSc, osservate al MO, aree danneggiate erano vi-
cine ad aree indenni, con bruscatransizione e con
distribuzione a chiazze delle alterazioni cutanee.

La cute delle ISSc in fase precoce (4 pazienti; <5
anni di malattia) era caratterizzata da edemaein-
filtrato flogistico perivasale nel derma. L’ innerva-
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Tabella I - Caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti affetti da SSc e dei soggetti di controllo.

SSc limitata Valore di P Controlli sani
(nr: 8) 1SSc vs controlli (nr:3)

Eta (anni) 57.6+5.8 ns 547 £ 6.6
Sesso F/M 6/2 ns 2/1
Durata di malattia 85+4.6
Precoce/avanzata 4/4
Ulcere ai polpastrelli (+/-) 3/5
Skin score 8.4+ 4.6
Capillaroscopia Precoce 2/8

Attivo 4/8

Tardivo 2/8
Autoanticorpi ANA + 8/8

Scl-70 + 2/8

ACA + 8/8
Malattia interstiziale
Polmonare (+/-) 4/8
Ipertensione
Polmonare (+/-) 4/8
Coinvolgimento cardiaco (+/-) 2/8
Coinvolgimento renale (+/-) 2/8
Coinvolgimento esofageo (+/-)
(valutato in 5 pazienti) 1/5
Neuropatia periferica (+/-) 0/8
M = maschio, F = femmina; ANA = anticorpi anti-nucleari, Scl-70 = anticorpi anti-Scl 70, ACA = anticorpi anti-centromero.

zione non presentava alterazioni. Un’ estesarete di
fibre nervose innervava ancora gli annessi cutanei.
Le sezioni ottenute dalle aree coinvolte, maistolo-
gicamente indenni, non differivano dalla cute dei
soggetti di controllo.

Le sezioni semifini ottenute dalla ISSc in fase piu
avanzata (4 pazienti; >5 anni di malattia), erano ca-
ratterizzate dall’ appiattimento della giunzione der-
mo-epidermica e dalla scomparsa delle creste pa-
pillari. In tali sezioni prevaleva la fibrosi, accom-
pagnata da alterazioni a carico dei vasi del micro-
circolo, che mostravano lume ridotto, spesso oc-
cluso, per ipertrofia delle cellule endoteliali. Nella
cute lesionata, i follicoli piliferi e le ghiandole se-
bacee erano assenti e lefibre nervose, piu rare, non
raggiungevano lagiunzione dermo-epidermica. Nel
derma papillare i piccoli nervi apparivano rigonfi.

SEZIONI FINI OSSERVATE
AL MICROSCOPIO ELETTRONICO (MET)

Al MET, nelle sezioni ottenute dalle aree istologi-
camente coinvolte della cute di pazienti con ISSc

in fase precoce, erano visibili segni di flogos pe-
rivascolare (edema, linfociti, polimorfonucleati,
macrofagi, mastociti attivi, cellule dendritiche)
(Fig. 1). Lamaggior parte dei microvas presenta-
vano lume chiuso a causa dell’ ipertrofiaendotelia-
le (Fig. 1). L'innervazione cutanea era comungque
mantenuta e | e fibre nervose non mostravano nes-
suna aterazione ultrastrutturale.

Al MET, nel dermadei pazienti con |SSc pit avan-
zata, in sezioni ottenute dalle aree coinvolte, fasci
di collagene, disposti in modo abnorme, rimpiaz-
zavano I'infiltrato infiammatorio e’ edema. | lumi
capillari erano occlusi e la membrana basale delle
piccol e arterie apparivadelaminata o ispessita. Nel
dermapapillare, erano presenti lievi alterazioni ul-
trastrutturali delle fibre del SNP, soprattutto a ca-
rico dell’ assoplasma, come edema e perdita di neu-
rotubuli (Fig. 2).

Nei nervi erapresente edema, sianell’ endonervio,
in cui circondavalefibre amieliniche (Fig. 2) efra
le cellule del perinervio (Fig. 3). Anche in questa
fase, le sezioni ottenute da aree istologicamente
non coinvolte non differivano dalla cute dei soggetti
di contrallo.
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Figura 1 - Cute di paziente affetto da SSc limitata in fase precoce al
MET. Derma con flogosi: edema interstiziale ( freccia) e un
mastocita con pochi granuli (MC). Vaso con lume occluso da
cellule endoteliali ipertrofiche. (ingrandimento originale X 3000).

.. 7 -

Figura 3 - Cute di paziente affetto da SSc limitata in fase avanzata
al MET. Un nervo con poche fibre amieliniche immerse in un
endonervio edematoso. Edema che allontana i due strati di cellule
perineurali (freccia). (ingrandimento originale X 5000).

500 mm
# —
Figura 2 - Cute di paziente affetto da SSc limitata in fase avanzata
al MET. Fascio di fibre nervose alcune delle quali presentano
assoplasma edematoso con pochi neurotubuli (freccia).
(ingrandimento originale X 8000).

DISCUSSIONE

Fino ad oggi, pochi lavori hanno valutato I’ ultra-
struttura delle fibre del SNP cutaneo nellaSSc. Lo
studio eseguito sulla casistica piu ampia harileva
to alterazioni di vario tipo sianelle fibre amidlini-
che, rappresentate da edema dell’ assoplasma, ri-
duzione del numero di neurofibrille e neurotubuli
che nelle fibre mieliniche, in cui era presente, ol-
treallealterazioni descritte per lefibre amieliniche,
delaminazione delle guaine mieliniche (7).

Il nostro studio mostra come le aterazioni ultra-
strutturali delle fibre del SNP nella cute dei pa
Zienti con |SSc siano assenti in fase precoce e si
sviluppino solo in fase avanzata, con distribuizio-
ne “a chiazze’. Tae distribuzione del danno del
SNP rispecchia le caratteristiche del coinvolgi-
mento cutaneo ed € in accordo con la fibrosi “a
chiazze” rilevabile anche alivello polmonare e nel
miocardio dei pazienti con SSc (22). E interessan-
te notare come, nella|SSc, le aree istologicamen-
te indenni della cute coinvolta non presentino nes-
suna alterazione e siano sovrapponibili alla cute
dei soggetti di controllo.

Nel nostro studio abbiamo rilevato come nelle fa-



|| sistema nervoso periferico nella sclerosi sistemica limitata 251

s precoci dellalSSc I”innervazione siamantenuta,
senza che siano apprezzabili alterazioni ultrastrut-
turali delle fibre. E invece evidente a livello del
dermaunaflogos perivascolareinfaseattiva. Infa
se piu avanzata, nelle aree istologicamente col pite
(che mostrano un'’ alterata distribuzione di fibre col-
lagene ed elastiche), le fibre nervose sono ridotte
e, nella parte media del derma papillare, mostrano
alterazioni ultrastrutturali.

Pochi studi hanno valutato in precedenzale altera-
zioni ultrastrutturali del SNP nella SSc in appara-
ti e sedi diversi dalla cute. In accordo con i nostri
rilievi sul SNP cutaneo, sono le alterazioni ultra-
strutturali rilevate nellalSSc a SNP dell” apparato
gastroenterico, che sono presenti fino dallefasi pre-
coci di malattia (23) e diventano piu severein fase
avanzata (24).

Danni a SNP sono stati rilevati anche in studi ul-
trastrutturali sul nervo surale in pazienti sintoma-
tici per neuropatie agli arti inferiori in corso di SSc
(25-29).

Nel nostro studio, I’ osservazione a TEM confer-
mai danni ultrastrutturali evidenziati in preceden-
zaacarico delle fibre nervose nella SSc nella cute
(7) ein altre sedi (23-29). Nel nostri pazienti, af-
fetti da 1SSc, le alterazioni del SNP cutaneo sono
rare e presenti soltanto in fase avanzata di malattia
e nelle zone cutanee con lesioni istopatol ogiche
evidenti e sono comunque meno severedi quelleri-
levate da Badakov et a. (7), ndl cui studio, pero,
non sono specificati néil subset néladuratadi ma-
lattia dei pazienti.

Le aterazioni da noi osservate a MO nella cute

RIASSUNTO

Su biopsie cutanee (ottenute dalle avambraccia) di 8 pazienti con SSc variante cutanea limitata (ISSc) e 3 controlli &
stato eseguito uno studio ultrastrutturale, tramite microscopio elettronico a trasmissione (MET), sul sistema nervoso
periferico (SNP) cutaneo. Al MET, nellacute di pazienti con ISSc, |e aterazioni delle fibre del SNP sono risultate ra-
reinfasi precoci e aumentate di gravitain fasi piu avanzate.

Parole chiave - Sclerosi sistemica, sistema nervoso periferico, cute, microscopia elettronica a trasmissione,
Key words - Systemic sclerosis, peripheral nervous system, skin, transmission el ectron microscopy.

sclerodermica, sia a carico del derma che dei pic-
coli vasi, concordano con quelle gia descritte in
letteratura, in cui, pero, le osservazioni sono state
condotte soprattutto su campioni prelevati in fase
avanzatadi malattia (2).

L e nostre osservazioni concordano con quelledi Pre-
scott et al., che indicano come lo sviluppo delle a-
terazioni patologiche nella cute della SSc s svolga
attraverso una sequenzaordinatadi eventi (2). | no-
stri dati, inoltre, mostrano come le aterazioni a ca-
rico delle fibre del SNP cutaneo evolvano in para-
Ielo con le lesioni a carico di derma, epidermide e
microcircolo, risultando, quindi, anch’ esse pitl gra-
vi in unafase tardiva che in una fase precoce.
Rimane comunque dastabilire sele alterazioni del-
le fibre nervose periferiche cutanee siano seconda-
rie alla malattia o abbiano un ruolo nella patoge-
nesi e nella evoluzione della SSc.

E da sottolineare il fatto che questi risultati, preli-
minari e ottenuti su una casistica limitata, dovran-
no essere convalidati su un numero maggiore di
pazienti.

In conclusione, i nostri rilievi confermano la pre-
senzadi alterazioni ultrastrutturali del SNP cutaneo
nei pazienti con |SSc e come queste siano conco-
mitanti alla progressione e alla severita del coin-
volgimento cutaneo.
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