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LAVORO ORIGINALE

Endotelina-1 e sclerosi sistemica
Endothelin-1 in systemic sclerosis

M.E. Secchi, A. Sulli, C. Pizzorni, M. Cutolo

Laboratorio di Ricerca e U.O.C. di Reumatologia. Dipartimento di Medicina Interna, Universita degli Studi di Genova

SUMMARY

We evaluated endothelin-1 (ET-1) plasma levels in patients affected by primary Raynaud’s phenomenon (PRP), as well
as in patients with systemic sclerosis (SSc) and secondary Raynaud’s phenomenon (SRP). Furthermore, ET-1 levels
were investigated in SSc patients with different patterns of peripheral microvascular damage, as evaluated by nailfold
videocapillaroscopy (NVC).

Methods: 23 PRP patients, 67 SSc patients according to ACR criteria, and 23 healthy subjects were enrolled. SSc mi-
crovascular involvement was classified in three different patterns (Early, Active, and Late) by NVC, as previously de-
scribed.

Results: ET-1 was found significantly higher in both PRP and SRP, when compared with controls (median +IQR:
3.3+£2.8, 2.7+2.2, 2.0£2.2, respectively) (p=0.05). No statistically significant difference of ET-1 levels was observed
between PRP and SRP patients. ET-1 was found higher in patients with Late NVC pattern, when compared with both
Active and Early NVC patterns (median+IQR: 3.4+2.5, 2.4+2.2, 2.5+2.1, respectively), but without statistical signif-
icance. Patients with Late NVC pattern showed significantly higher ET-1 plasma levels than controls (p=0.03). No
correlation was found between ET-1 levels and disease duration in both groups, as well as between ET-1 levels and
age of patients.

Conclusions: These data support previous studies, reporting increased ET-1 plasma levels in both PRP and SRP pa-
tients. Interestingly, patients with the Late NVC pattern of microangiopathy showed higher ET-1 plasma levels than
controls. The high levels of ET-1 detected in the Late NVC pattern of microangiopathy might be related to the larger

fibrotic involvement typical of the advanced stages of disease.

INTRODUZIONE

La sclerosi sistemica (SSc) € una connettivite ad
eziologia multifattoriale e patogenesi autoim-
munitaria, caratterizzata da danno endoteliale e fi-
brosi progressiva a carico di cute, vasi sanguigni,
tubo digerente, polmoni, cuore e reni (1). Le alte-
razioni vascolari sono un evento precoce nella SSc:
esse interessano le arterie di piccolo calibro, le ar-
teriole ed i capillari; questi ultimi vanno inizial-
mente incontro a dilatazione con formazione di ca-
pillari giganti e tortuosi e, in fase avanzata di ma-
lattia, a distruzione con successiva loro rarefazio-
ne. Tali alterazioni risultano ben documentabili me-
diante videocapillaroscopia periungueale (VCP),

Indirizzo per la corrispondenza:
Dott.ssa Maria Elena Secchi

U.0.C. Clinica Reumatologica
Dipartimento di Medicina Interna
Universita degli Studi di Genova

Viale Benedetto XV, 6 - 16132 Genova
E-mail: secchime@yahoo.it

Reumatismo, 2007; 59(2):129-134

un’indagine strumentale che consente, appunto, lo
studio delle anomalie morfo-funzionali del micro-
circolo (2, 3).

L’ osservazione di una microangiopatia sembra rap-
presentare il miglior fattore predittivo valutabile
per lo sviluppo della SSc, potendo precedere gli al-
tri segni e sintomi della malattia anche di molti an-
ni, essendo facilmente evidenziabile, gia nelle sue
fasi iniziali, mediante VCP. Infatti, la VCP possie-
de un alto valore sia diagnostico, sia prognostico,
anche in presenza di un fenomeno di Raynaud (FR)
isolato (3).

La VCP si conferma quindi un’indagine strumen-
tale idonea ed efficace per la diagnosi differenzia-
le tra fenomeno di Raynaud primitivo (FRP) e se-
condario (FRS) e per la diagnosi precoce della mi-
croangiopatia sclerodermica, mediante il ricono-
scimento dello “scleroderma pattern” appunto di ti-
po “iniziale”. Inoltre, I’identificazione di distinti
pattern videocapillaroscopici risulta utile per la sta-
diazione ed il monitoraggio della progressione del-
la microangiopatia stessa (3).
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Il fenomeno di Raynaud, espressione dell’alterata
regolazione del flusso sanguigno periferico dovu-
ta al danno microvascolare, rappresenta il sintomo
d’esordio nella maggioranza dei pazienti affetti da
SSc e puo precedere le manifestazioni cutanee di
mesi o, spesso, di anni.

Esso consiste in una vasocostrizione episodica del-
le piccole arterie ed arteriole delle dita delle mani
o dei piedi provocata, generalmente, dall’esposi-
zione al freddo, da brusche variazioni di tempera-
tura, da stimoli meccanici ripetuti (es. le vibrazio-
ni) o anche da stress emotivi. Tuttavia, la maggior
parte dei soggetti con FR isolato non sviluppa suc-
cessivamente una connettivite; pertanto si parla di
FRP in tutti i casi in cui ¢ possibile escludere
un’eziologia secondaria (4). L’endotelina-1 (ET-
1), prodotta dalle cellule endoteliali, ¢ il piu potente
agente vasocostrittore conosciuto, funge da rego-
latore del tono vascolare (5) ed &, inoltre, in grado
di modulare la crescita e la differenziazione di nu-
merosi tipi cellulari (6). In seguito a queste osser-
vazioni si ¢ quindi ipotizzato che questo peptide
possa svolgere un ruolo anche nell’ipossia secon-
daria osservabile in corso di fibrosi polmonare e
SSc (7, 8). E stato dimostrato, infatti, che la con-
centrazione plasmatica di ET-1 risulta significati-
vamente piu elevata nei pazienti affetti da SSc ri-
spetto ai soggetti sani; in particolare, i valori piu
elevati sono stati osservati nella variante diffusa
della malattia (9). Considerato il coinvolgimento
dell’ET-1 nella microangiopatia che si osserva nel-
la SSc e 'importanza della VCP nel documentare
tali alterazioni morfologiche, scopo del nostro stu-
dio ¢ stato quello di valutare i livelli plasmatici di
ET-1 in pazienti con FRP ed in pazienti affetti da
SSc con FRS, in relazione ai differenti pattern mi-
croangiopatici, documentati mediante VCP.

PAZIENTI E METODI

Sono stati valutati 23 pazienti con FRP (eta media
46%19 anni, durata media di malattia 610 anni),
67 pazienti con SSc (eta media 59+12 anni, dura-
ta media di malattia 8+9 anni) e 23 soggetti sani di
controllo (eta media 51+17 anni).

I pazienti affetti da SSc rispondevano ai criteri
dell’ACR (10) e, in base al grado di impegno cu-
taneo, sono stati suddivisi in due gruppi, con im-
pegno cutaneo limitato (limSSc) e con impegno
cutaneo diffuso (difSSc), secondo la classificazio-
ne di LeRoy (1). I pazienti non avevano assunto far-
maci immunosoppressori ne vasodilatatori, ACE-

inibitori o calcio-antagonisti negli ultimi 15 giorni
prima del prelievo di sangue.

I livelli plasmatici di endotelina-1 sono stati valu-
tati mediante Enzyme-Lynked-Immuno-Sorbent-
Assay (ELISA), (kit BIOMEDICA GRUPPE,
Vienna, A), CV% inter-assay 6,1-6,9%, CV intra-
assay 3,9-4,9%, i valori sono stati espressi in fen-
tonmoli/ml.

Il plasma ¢& stato ottenuto da campioni di sangue
immediatamente centrifugati in una centrifuga re-
frigerata e conservati a -80 °C prima dell’analisi.
La microangiopatia sclerodermica ¢ stata classifi-
cata, mediante VCP, in 3 differenti pattern micro-
angiopatici: 23 pazienti “Early”, 26 pazienti “Ac-
tive”, 18 pazienti “Late”, come precedentemente ri-
portato (3). Sono stati considerati i seguenti para-
metri: capillari ectasici, capillari giganti, microe-
morragie, riduzione del numero di capillari, sov-
vertimento dell’architettura vascolare, capillari ra-
mificati (2). Sulla base delle anomalie VCP, i pa-
zienti sono stati distribuiti nel pattern appropriato:
“Early”, “Active” o “Late”.

La riduzione del numero di capillari, il sovverti-
mento dell’architettura vascolare e le ramificazio-
ni capillari sono stati utilizzati quali parametri di
valutazione della microangiopatia sclerodermica.
Per quantizzare i singoli parametri ¢ stata adottata
una scala di valutazione semiquantitativa, con pun-
teggio da 1 = cambiamenti minimi a 3 = cambia-
menti massimi. I singoli score sono stati sommati
(punteggio massimo = 9).

La valutazione statistica ¢ stata realizzata tramite
metodiche non-parametriche.

RISULTATI

Nessuna correlazione statisticamente significativa
¢ stata osservata tra I’eta dei singoli gruppi di sog-
getti ed 1 livelli plasmatici di ET-1 (Fig. 1).

I livelli plasmatici di ET-1 sono risultati significa-
tivamente pil elevati nei pazienti affetti da FRP
(3,3+2,8 fmol/ml) e nei pazienti sclerodermici
(2,7+2,2 fmol/ml), rispetto ai soggetti di controllo
(2,0£2,2 fmol/ml) (p=0,05) (Fig. 2). Nessuna dif-
ferenza statisticamente significativa ¢ stata, invece,
osservata tra i pazienti con FRP ed i pazienti scle-
rodermici (Fig. 2).

Non sono state osservate differenze statisticamen-
te significative dei livelli di ET-1 tra i tre gruppi di
pazienti sclerodermici (“Early” 2,5+2,1, “Active”
2,4+2.2 e “Late” 3,4+2,5 fmol/ml), pur risultando
i livelli di ET-1 piu elevati nei pazienti con pattern
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capillaroscopico di tipo “Late” (Fig. 3). Confron-
tando i livelli plasmatici di ET-1 tra i tre gruppi di
pazienti con differente pattern VCP ed i soggetti sa-
ni, si ¢ riscontrata una significativita statistica so-
lo tra pazienti con pattern VCP di tipo “Late” e i
controlli (p=0,03), pur presentando tutti e tre i grup-
pi di pazienti livelli di ET-1 piu elevati dei controlli
(Fig. 4). Non sono state rilevate differenze statisti-
camente significative nei livelli di ET-1 tra pazien-
ti con limSSc e difSSc (Fig. 5).
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Figura 1 - Correlazione tra I'eta dei singoli gruppi di soggetti (control-
li, soggetti con fenomeno di Raynaud primitivo e soggetti con fenom-
eno di Raynaud secondario) ed i livelli plasmatici di endotelina (CNT
= controlli, FRP = fenomeno di Raynaud primitivo, FRS = fenomeno
di Raynaud secondario).
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Figura 2 - Livelli plasmatici di endotelina rispettivamente nei control-
li (CNT), nei pazienti con fenomeno di Raynaud primitivo (FRP) e con
fenomeno di Raynaud secondario (FRS) (* p = 0.05).
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Figura 3 - Livelli plasmatici di endotelina nei tre gruppi di pazienti scle-
rodermici con pattern videocapillaroscopico di tipo “Early”, “Active”,
“Late” (p=ns.).
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Figura 4 - Livelli plasmatici di endotelina nei controlli (CNT), nei sogget-
ti con fenomeno di Raynaud primitivo (FRP) e nei tre pattern microan-
giopatici sclerodermici, “Early”, "Active”, “Late” (* p=0.05, ** p=0.03).
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Figura 5 - Livelli plasmatici di endotelina nei pazienti con sclerosi sis-
temica limitata (limSSc) e sclerosi sistemica diffusa (difSSc) (p=n.s.).
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Figura 6 - Correlazione tra I'entita del danno microvascolare, valutato
mediante videocapillaroscopia periungueale, nei pazienti sclerodermi-
cie la durata della malattia, calcolata dall’insorgenza del fenomeno di
Raynaud (p=0,0003).
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Figura 7 - Correlazione tra I'entita del danno microvascolare, valutato
mediante videocapillaroscopia periungueale ed i livelli plasmatici di en-
dotelina nei pazienti sclerodermici (p=n.s.).

L’entita del danno microvascolare nei pazienti scle-
rodermici, valutato mediante VCP, correlava in ma-
niera statisticamente significativa con la durata del-
la malattia, calcolata dall’insorgenza del fenome-
no di Raynaud (p=0,0003) (Fig. 6). Tuttavia, nes-
suna correlazione statisticamente significativa ¢
stata osservata tra morfologia del danno microva-
scolare e livelli di ET-1 in tutti i gruppi di sogget-
ti (Fig. 7).

DISCUSSIONE

I risultati del nostro studio dimostrano che sia i pa-
zienti con FRP sia i pazienti con FRS presentano
concentrazioni plasmatiche di ET-1 piu elevate ri-
spetto ai soggetti di controllo. Questi dati concor-
dano comunque con quelli di precedenti studi che
hanno documentato un’aumentata produzione di
ET-11in corso di SSc (9, 11), la quale potrebbe con-
tribuire alle alterazioni vascolari associate a questa
patologia (12). Concentrazioni plasmatiche di ET-
1 osservate nei pazienti con SSc sono risultate tre
volte pil elevate rispetto a quelle osservate nei sog-
getti di controllo (12). Nel nostro studio, sebbene
con i limiti di una ridotta casistica, 1 livelli di ET-
1 nei pazienti con SSc risultavano circa una volta
piu elevati rispetto ai controlli, mentre non sono
emerse differenze significative dei livelli di ET-1
tra soggetti con FRP e pazienti con FRS, a dimo-
strazione del fatto che i livelli di ET-1 potrebbero
essere senz’altro implicati nella patogenesi del va-
sospasmo del FR indipendentemente dalla sua as-
sociazione con una connettivite; inoltre, nemmeno
I’eta dei pazienti sembra essere un fattore che cor-
rela in maniera statisticamente significativa con i
livelli di ET-1. Nel nostro studio, i pazienti sclero-
dermici sono stati suddivisi, in base al reperto vi-
deocapillaroscopico, in 3 pattern microangiopatici
(“Early”, “Active”, “Late”) i quali correlano posi-
tivamente con la durata del FR e della SSc e sem-
brano, quindi, riflettere I’evoluzione del danno mi-
crovascolare a livello periferico (3).

Con i limiti di una casistica limitata, dai nostri da-
ti, non emerge una significativa differenza dei li-
velli di ET-1 tra i diversi pattern VCP, pur essendo
piu elevata la concentrazione di ET-1 nei pazienti
con pattern di tipo avanzato (“Late”). Le alterazio-
ni morfologiche caratteristiche dei pazienti sclero-
dermici con “Late” VCP pattern potrebbero asso-
ciarsi ad una maggiore produzione di ET-1 da par-
te delle cellule endoteliali stesse, che si realizza
nella maggiore suscettibilita di questi pazienti a
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presentare lesioni ischemiche nei distretti periferi-
ci, in considerazione della potente attivita vasoco-
strittrice, € non solo, esercitata dall’ET-1. Uno stu-
dio precedente ha dimostrato livelli di ET-1 pit
elevati nei soggetti con difSSc (9); questo risulta-
to non ¢ stato confermato dal nostro studio ma cio
potrebbe essere attribuito al piccolo numero di sog-
getti studiati che non consente una valutazione sta-
tistica di questo tipo. D’altra parte, una completa
definizione dei meccanismi responsabili degli au-
mentati livelli plasmatici di ET-1 nella SSc non ¢
ancora disponibile; la causa piu probabile sembra
essere legata al danno a carico delle cellule endo-
teliali che induce fibrosi attraverso un aumento del-
la sintesi di collagene a livello dei fibroblasti (13).
Infatti, recentemente, sono stati dimostrati livelli di
ET-1 significativamente piu elevati in colture di fi-
broblasti sclerodermici rispetto a quelli osservati
nei fibroblasti normali, a supporto del ruolo che I’
ET-1 svolgerebbe nell’insorgenza della fibrosi in
corso di SSc (14). L’ET-1 verrebbe rilasciata dalle
cellule endoteliali principalmente nel comparti-
mento baso-laterale della cellula: in realta, nelle
cellule endoteliali in coltura, soltanto il 20% viene
rilasciato nel versante laterale (15). Questa osser-
vazione sembra suggerire che i livelli circolanti di
ET-1 potrebbero non riflettere la reale concentra-
zione presente a livello della parete vasale e, quin-
di, 'ET-1 dovrebbe essere considerata un fattore di
regolazione paracrino, piuttosto che un ormone cir-
colante (15). In pazienti con insufficienza cardiaca
congestizia, ¢ stato osservato che gli elevati livelli
di ET-1 correlano in maniera specifica con la gra-
vita dell’ipertensione polmonare (16). Questi dati
sembrano indicare che I’ET-1 pud contribuire
all’incremento del tono vascolare ed alla prolife-

RIASSUNTO

razione delle cellule muscolari lisce a livello del
circolo polmonare. Infine, recentemente, ¢ stato di-
mostrato che, nei pazienti con SSc, ’ET-1 ¢ coin-
volta nella risposta ischemica anche a livello mio-
cardico: I’esposizione al freddo sembra, infatti, in-
durre un vasospasmo intermittente che provoca un
difetto di perfusione miocardica (17). D’altra par-
te, la valutazione delle concentrazioni plasmatiche
di ET-1, prima e dopo esposizione al freddo (im-
mersione della mano e dell’avambraccio in acqua
ghiacciata), in soggetti con FRP e FRS, ha prodot-
to risultati interessanti (18). Secondo questo studio,
infatti, nel primo gruppo di soggetti i livelli pla-
smatici di ET-1 tendevano ad aumentare dopo espo-
sizione al freddo, mentre nei pazienti con FRS non
sono stati osservati aumenti significativi. In
quest’ultimo gruppo di soggetti, evidentemente, il
fenomeno vasospastico presenta una minore im-
portanza mentre ¢ molto piu rilevante il danno or-
ganico che si esprime nella microangiopatia, indi-
pendentemente dagli stimoli esogeni (18).

Quindi, alla luce dei risultati fin qui prodotti, si
puo affermare che I’ET-1 ¢ sicuramente coinvolta
nella patogenesi vascolare del FR. Tuttavia, la mag-
giore produzione di ET-1 che sembra verificarsi
nelle fasi avanzate della microangiopatia sclero-
dermica (pattern “Late” della VCP) ¢ un dato, qui
descritto per la prima volta, che consentirebbe di
attribuire all’endotelina un ruolo patogenetico an-
che sulla fase fibrotica della malattia. Infatti, lo sta-
dio “Late” della microangiopatia sclerodermica,
caratterizzato da una importante desertificazione
capillare, si associa alla presenza di un’intensa fi-
brosi tissutale (11, 14, 19). In conclusione, si puo
pertanto affermare che ET-1 sembra comportarsi
come la “citochina pluripotente” della SSc.

Obiettivi: Scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare i livelli plasmatici di ET-1 in pazienti con fenomeno di Ray-
naud (FR) primitivo (FRP) ed in pazienti affetti da sclerosi sistemica (SSc) con FR secondario (FRS), in relazione con
i differenti pattern microangiopatici (“Early”, “Active” e “Late”), documentati mediante videocapillaroscopia periun-
gueale (VCP).

Risultati: 1 livelli plasmatici di ET-1 sono risultati significativamente piu elevati nei pazienti affetti da FRP (3,3+2,8
fmol/ml) e nei pazienti sclerodermici (2,7+2,2 fmol/ml), rispetto ai soggetti di controllo (2.0£2.2 fmol/ml) (p=0,05).
In particolare, i livelli di ET-1 risultavano piu elevati nei pazienti con pattern capillaroscopico di tipo “Late”.
Conclusioni: Questo studio evidenzia aumentati livelli plasmatici di ET-1 in pazienti con FR primitivo e FR seconda-
rio. I pazienti con “Late” VCP pattern presentano concentrazioni plasmatiche di ET-1 significativamente piu elevate
rispetto ai controlli, probabilmente da attribuire al maggiore coinvolgimento vascolare e fibrotico caratteristico delle
fasi avanzate della malattia sclerodermica.

Parole chiave - Endotelina-1, sclerosi sistemica, fenomeno di Raynaud, videocapillaroscopia periungueale.
Key words - Endothelin-1, systemic sclerosis, Raynaud’s phenomenon, nailfold videocapillaroscopy.
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