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Gli esiti di ustioni estese coinvolgono in diverso grado il sistema nervoso sia a livello centrae sia
periferico. Nel primo casosi possono registrare disfunzioni dei principali sistemi di regolazione corporea
(osmoregolazione, controllo dell’ apparato circolatorio, termoregolazione), mentre nel secondo caso la
distruzione piu 0 meno estesa dei nervi periferici pud influenzare, anche profondamente, la capacita di
recupero funzionaledelleregolazioni autonomiche e dellasensibilita. E' noto infatti che, a lungo termine,
i pazienti possono soffriredi carenze nella sensibilita discriminativa, iperestesiao disestesia, come pure di
insufficienza circolatoria periferica. Tutti questi sintomi sono stati generalmente interpretati come il
segnale di una scarsa 0 assente rigenerazione dopo distruzione dei nervi periferici  sottocutanei e de

recettori cutanei (Artzet al., 1979).

Nonostante siano state condotte analisi estesiologiche sul recupero sensitivo dopo ustione e successivo
trapianto di cute, sono attualmente molto scarsi gli studi che pongano in relazione il recupero o il deficit
funzionale con la distribuzione dei recettori cutanel di senso messi in evidenza con tecniche morfologiche
(per un elenco bibliografico completo vedi Iggo e Andres, 1982; Mackinnon e Dellon, 1988, Stella et d.,
1988, Panzica et al., 1997). Questa carenza é probabilmente legata alla insufficiente selettivita e
ripetitivita delletecniche (quali ad esempio le impregnazioni argentiche) che sono state per lungo tempo
utilizzate per evidenziare le strutture nervose periferiche. Negli ultimi 10-15 anni le tecniche
immunocitochimiche, sia per laloro maggiore sensibilita, sia per la loro specificita, hanno permesso di
superare queste limitazioni. Lo sviluppo di queste metodiche ha progressivamente portato ala
caratterizzazione di numerosi anticorpi atti ad evidenziare una quantita sempre maggiore di strutture
nervose. Fragli antisieri rivolti contro proteine strutturali maggiormente utilizzati per la rivelazione delle
fibre nervose nella cute, sono dacitaregli anticorpi controi neurofilamenti (NF), la proteina gliale S-100,
la Neuron Specific Enolase (NSE) e la pitl recente Protein Gene Product (PGP) 9.5. L'anticorpo contro la
proteina S-100 riconoscele cellule di Schwann, mettendo pertanto in evidenzale fibre mieliniche (ma non
guelleamieliniche, come ad esempio i terminali intragpiteliali) (Bjérklund et al., 1986; Haro et al., 1991).
Anticorpi contro i neurofilamenti sembrano invece riconoscere solo fibre di origine sensitiva (Karanth et
al., 1991; Dalsgaard et al., 1989) edi neuroni periferici piu grandi nei gangli sensitivi ma non quelli piu
piccoli od i neuroni autonomici (Lawson et al., 1984). Al momento attuale, e sulla base degli studi
pubblicati; si pud ritenere chela NSE e la PGP 9.5 siano espressi, nell’uomo, nellatotalita delle strutture
nervose periferiche della cute (Ramieri et al., 1990b, 1992b; Calcagni et al., 1993) e della mucosa
gengivale (Ramieri et al., 1990a).

Il nostro gruppo di ricercasi € posto la domanda se I'analisi morfologica di frammenti di cute trapiantata
possa essere messa in relazione con le caratteristiche funzionali del trapianto. Infatti, i continui
avanzamenti nella tecnica chirurgica permettono ricostruzioni sempre pit importanti, con la necessita
crescente di fornire coperture con sensibilita il pit normale possibile. Questa esigenza ha portato i
chirurghi ricostruttori ad interrogarsi su quale sia la copertura ideale, soprattutto per quelle regioni

anatomiche con caratteristiche funzionali particolari e fondamentali per la vita di relazione come mani e



piedi. A questo scopo abbiamo messo a punto una serie di protocolli sperimentali per la rivelazione
immunoistochimica delle strutture nervose nella cute normale (Ramieri et al., 1992b; Calcagni et d.,
1993), nella cicatrice da ustione, e nella cute dopo trapianto (Stella et al., 1990, 1994). Lo studio di
sezioni seriate trattate per la identificazione immunoistochimica di NSE e PGP 9.5 suggerisce che
guest’ ultima sia presente in un maggior numero di strutture e rappresenti quindi il migliore marker
attualmente disponibile (Ramieri et a., 1992a, b). Nellamaggioranzadei casi, al’analisi morfologicas &

affiancato lo studio con tecniche estesiol ogiche del recupero funzionaledel trapianto.

TECNICHE DI INDAGINE.

Procedure immunoistochimiche.

Come giariportato, le tecnicheimmunoistochimiche costituiscono attualmente la metodica piu affidabile
per lo studio dell’innervazione cutanea ed in particolare delle terminazioni corpuscolate e non. Occorre
tuttavia trovare un marker veramente ubiquitario dellestrutture nervose periferiche per avere la sicurezza di
evidenziare tutte le strutture presenti. Cid ovviamente € di estrema importanza soprattutto per un
approccio quantitativo allo studio della rigenerazione periferica. Come detto in precedenza, sono stati
utilizzati diversi markers neurochimici. Studi comparati tra la distribuzione delle strutture nervose
osservate con la NSE e con la PGP 9.5 hanno evidenziato come quest'ultimo marker abbia una
espressione maggiormente ubiquitariarispetto alla NSE (Dalsgaard et al., 1989; Ramieri et al., 1990a,b;
Wang et al., 1990). Nelle nostre indagini abbiamo quindi sempre utilizzato la evidenziazione
immunocitochimica delladistribuzione dellaPGP 9.5.

Lefibre periferiche possono anche essere caratterizzate in base alla presenza di molecole neuroattive quali
neurotrasmettitori (acetilcolina, catecolamine) e neuropeptidi. Una disamina completa della loro
distribuzione nella cute umana o di atri mammiferi non é mai stata fatta, anche se alcuni lavori hanno
affrontato questo argomento in maniera episodica e semiquantitativa (per una rassegna della bibliografia
vedi Karanth et al., 1991). Recentemente, allo studio della distribuzione dei citati markers strutturali
abbiamo quindi affiancato la ricerca di molecole a significato funzionadle quali ad esempio
neurotrasmettitori, enzimi, o neuropeptidi. Tra questi abbiamo in particolare studiato la presenza dei
peptidi calcitonin-gene related peptide (CGRP) e sostanza P (Panzicaet al., 1995; Verzé et al., 1997) e di
GAP-43, una proteinaritenuta un marker dellaplasticita neuronale(Verzéet al., 1998).

Le biopsie cutanee sono state raccolte da pazienti adulti consenzienti di entrambi i sessi nel corso di
interventi ricostruttivi. | campioni provenivano dacute sana, trapianti conseguenti ad ustione e cicatrici da
ustione, sono stati rapidamente immersi in fissativo freddo (Zamboni), conservati a +4°C per 12 ore,
successivamente lavati in una soluzione di tampone fosfato, sali e saccaroso 15% e congelati. | campioni
congelati sono stati conservati a -80°C per un periodo da 2 giorni a parecchi mesi senza notare un
apprezzabile calo di immunoreattivita. | campioni sono stati sezionati a criostato e le sezioni seriate di
15-30 pm di spessore sono state trattate con i diversi anticorpi primari. Dopo I'incubazione nell’ anticorpo
primario per 15-18 ore, la presenza di immunoreattivita é stata messa in evidenza con il metodo della

fluorescenzaindiretta, o con il metodo biotina-avidina-perossidasi.



Esame estesiol ogico.

Prima del prelievo i pazienti affetti dacicatrice o sottoposti a trgpianto di cute sono stati sottoposti ad
esami estesiologici che includevano i tests di Weber e di Dellon. | risultati clinici di queste valutazioni
sono stati presentati secondo |o schemadi Highet modificato da Zachary e Holmes (Mackinnon e Dellon,
1988). Un punteggio di S3 0 $4 é stato considerato indice di elevata sensibilitd, mentre un punteggio di
S1 0 S2, é stato considerato indice di bassa sensibilita. La tabella 1 riportai valori di riferimento delle

varieclassi.

S0: anestesiacompleta

S1: presenzadi sensibilita protettiva profonda, ma assenza di discriminazione dei duepunti (S2PD)

S2:. S2PD>10 e <15 mm, moving two point discrimination (M2PD) assente

S3: S2PD >6 e <10 mm, M2PD <6 mm, ma presenza di parestesiee/o ipersensibilita

S3+: come S3, ma senzaipersensibilita

S4: sensibilita normale (S2PD <6 mm, M2PD 2 mm)

Tab. 1: Schemadi Zachary e Holmes per la classificazione clinica del recupero sensitivo (Mackinnon e
Dellon, 1988)

Analisi semiquantitativa e statistica.

Sulle sezione trattate per la rivelazione della presenza di PGP 9.5 é stata condotta un’analisi
semiquantitativa considerando la presenza o |'assenza di fibre intragpiteliali (1), recettori sensitivi
complessi (C), fibre nervose nelle papille dermiche (P), fibre autonomiche che innervanoi vas (V) o le
ghiandole (G), oppure tronchi nervosi nel derma profondo (D). Questi dati sono stati successivamente
raggruppati per ogni caso in modo dafornireun indice dellainnervazione superficiale (I+C+P) e di quella
profonda (V+G+D). La somma di questi dueindici € stata considerate un indice dellainnervazione totale
del campione (Stella et al., 1994; Panzicaet al., 1997).

STRUTTURE NERVOSE NELLA CUTE SANA.

Markers strutturali

Immunoreattivita per la PGP 9.5 é stata messa in evidenza nelle fibre nervose libere del derma e
dell’ epidermide, e nei corpuscoli sensitivi. Nel derma si possono osservare piccoli fasci nervosi che, in
partenza dal sottocutaneo, raggiungono il derma sottopapillare, ove formano il plesso superficiae. Altre
fibre pendrano, con un decorso quasi rettilineo ed ortogonale alla superficie, nell’ epidermide. Tali fibre
intragpiteliali sono messein evidenza solo dai markers neuronali (PGP 9.5, NSE), mentre non risultano
positive per la proteina S-100, cio conferma implicitamente la mancanza di rivestimento gliale nel loro

percorso intragpidermico. Queste fibre intragpidermiche appaiono piccole, varicose e possono essere



identificate fin nello strato granuloso. Esse possono ramificarsi al’interno dell’ epidermide ed hanno un
percorso generalmente orientato perpendicolarmente ala superficie epiteliale, anche se in alcuni cas
possono avere un decorso tortuoso. Numerose fibre libere s possono anche osservare nelle papille
dermiche, con frequenti ramificazioni ed avvolgimenti. (Calcagni et al., 1993)

Nello strato basale dell’ epidermide possono essere messe in evidenza cellule positive, che sono state in
precedenza identificate (nella mucosa gengivale ad esempio) come cellule di Merkel (Ramieri et d.,
1992a). Esse sono rotondeggianti o ovalari, possono essere raggruppate in piccoli gruppi o separate e
possono presentare contatti con fibre nervoseintraegpiteliali (complesso di Merkel), oppure essere prive di
ogni contatto con le fibre nervose.

Due tipi di complessi recettoriali possono essere visualizzati nelle papille dermiche dopo reazione
immunoistochimica per I’ evidenziazione della PGP 9.5 o dellaNSE. Il primo tipo é caratterizzato daun
avvolgimento quasi regolare della fibra nervosa, prowvisto di numerosi ripiegamenti paraleli ala
superficie epiteliale e pud essere identificato con i classici corpuscoli di Meissner. Il secondo tipo di
recettore € formato daun avvolgimento irregolare, globoso, e la fibra nervosa, parzialmente allargata, puo
assumere un’ andamento a clava. La marcatura con la proteina S-100 daun’immagine in negativo di questa
struttura corpuscolata (Ramieri et al., 1992h).

Infineanchegli annessi cutanei mostrano positivitaallaPGP 9.5 edalaNSE. A livello dei bulbi piliferi
le fibre costituiscono un reticolo a maglie dense che circondala parteinferiore, ed assume in seguito, fino
a colletto, un andamento verticale (strato a palizzata). Gli adenomeri delle ghiandole sudoripare sono
riccamente innervati, mentre piu scarsa € I'innervazione delle ghiandole sebacee. Le arteriole e le venule

dermiche e sottocutanee sono compl etamente circondate dasottili fibre varicose.

Immunor eattivita per CGRP, SP e GAP-43.

La distribuzione delle fibre peptidergiche a CGRP e a SP nella cute umana € del tutto sovrapponibile a
quella rilevata con il marcatore neuronale strutturale, sebbene s presentino molto meno abbondanti.
Inaltre, in tutte le aree analizzate le fibre a CGRP sono risultate pit abbondanti di quelle a SP. In
generale, entrambe le popolazioni di fibre peptidergiche contribuiscono all'innervazione cutanea
costituendo piccoli fasci nel derma superficiale, paralleli alla membrana basale. Numerose fibre a CGRP
risalgono nelle papille dermiche, cosi come alcunea SP, main nessuna occasioneé stata riconosciuta una
qualche associazione con i corpuscoli di Meissner. Le fibre intrapapillari sono osservabili in quantita
variabile tutti i campioni, mentre terminali intragpiteliali, molto meno abbondanti, non sono stati
rinvenuti in tutti i campioni, anche provenienti dalle medesime regioni cutanee. Le fibre peptidergiche
intraepiteliali appaiono poco ramificate; alcune risalgono isolate gli strati piu superficiali, con un
andamento poco tortuoso.

E' statainoltre riscontrataimmunoreattivita per il CGRP in alcune cellule di Merkel, identificate in parte
per laloro formaedin parte per la presenza, in sezioni adiacenti colorate per I'anti-PGP 9.5, di cellule di
Merkel nella medesimalocalizzazione. In generale solo una parte delle cellule di Merkel appare contenere
il neuropeptide. In altre occasioni si sono potute osservare cellule di Merkel isolate ma non innervate,

sebbene in alcune occasioni siano state osservate fibre a CGRP nelle immediate vicinanze delle cellule



immunopositive per il medesimo neuropeptide (Fig. 5D). Nessuna cellula di Merkel € risultata invece
immunopositiva per la SP. Infine, fibre nervosea CGRP s possono trovare in posizione perivascolare in
tutti i campioni, cosi come intorno agli adenomeri delle ghiandole sudoripare. Fibre a SP sono state
inveceritrovate solo adinnervarei vasi nel derma superficiale.

La proteina GAP-43 ha invece una distribuzione ubiquitaria nelle fibre nervose della cute sana, con una

particolare abbondanza nella regione dellagiunzione dermo-epidermica (Verzé et al., 1988).

STRUTTURE NERVOSE NELLE CICATRICI DA USTIONE E NEI LEMBI.

Cicatrici daustione

L’ anticorpo anti-PGP 9.5 ha permesso di dimostrare un certo numero di fascetti nervosi nella lamina
propria. Nel sottocutaneo si € potuto osservarein tutti i casi esaminati (15, compresi in un arco di tempo
daun mese a 10 anni dall'ustione) un plesso nervoso dal quale si diramano sottili fibre che in parte
penetranonell’ epidermide ein parte si arrestano nelle papille dermiche a formare strutture di complessita
variabile, per la maggior parte terminazioni libere nel derma (nel 90% dei casi). Alcuni fibre nervose
intensamente immunoreattive possono essereosservatein contatto con vasi sanguigni (nel 50% del casi) e
follicoli piliferi; gli adenomeri ghiandolari sono risultati innervati solo in due campioni. Per quanto
riguarda i terminali sensitivi, sono stati identificati tre tipi diversi di strutture recettoriali: terminazioni
libere intragpiteliali (nel 20% dei casi), complessi neurite-cellule di Merkel (un solo caso) e fibre libere
dermiche (nel 90% dei campioni). Le fibre intragpiteliali sono presenti soltanto in piccolo numero, cosi
come i complessi di Merkel. La loro struttura appare normale, con gruppi formati dacellule ovoidali o
rotondeggianti nello strato basale dell’ epidermide. Corpuscoli di Meissner o strutture simili hon sono mai
state evidenziate.

| risultati sulla presenzadi neuropeptidi nelle cicatrici da ustione sono attualmente molto preliminari, ma
dimostrano in generale una scarsapresenza di immunoresdttivita, soprattutto se confrontati con le analoghe

sostanze osservatenei lembi.

Lembi cutanei

In generale, la distribuzione dell'immunoreattivita per la PGP 9.5 é risultata simile a quella riscontrata
nella cute sana, sebbenela quantitadi strutture nervose presenti sia decisamente inferiore.

Nel derma superficiae, le fibre nervose orientate parallelamente alla superficie possono essere seguite
generalmente solo per brevi tratti, esse sono state riscontrate in tutte le biopsie esaminate (14). Solo
occasionamente queste fibre sono riunite in fascetti, nella maggior parte dei casi sono isolate che si
prolungano nelle papille. Nel 70% dei casi sono stati osservati terminali intraepiteliali con aspetto
varicoso. In numerose occasioni sono stati infine osservati follicoli piliferi circondati da sparse fibre PGP
9.5-immunopositive, che dimostrano un orientamento circolare intorno al follicolo.

Per quanto riguarda i corpuscoli sensitivi, in quei lembi cutanel in cui sia la sede donatrice che quella

ricevente coinvolgono falangi dellamano o del piede € stata rilevata la presenza di corpuscoli di Meissner



innervati. Nel 40% dei casi € stata inoltre riscontrata una quantita variabile di cellule di Merkel. Queste
cellule s trovano di solito isolate, sparse in diverse papille e non appaiono innervate. Infine,
immunoreattivita per la PGP 9.5 é stata osservata in associazione con fibre nervose perighiandolari e
perivascolari in quasi tutti i campioni in cui queste strutture sono state osservate.

Per quantoriguardai neuropeptidi, nei lembi cutanei abbiamo osservato una scarsainnervazione daparte di
fibre a CGRP e a SP. In quasi tutti i campioni sono presenti solo sparse fibre nervose a CGRP con
aspetto varicoso nel derma superficiale e al'interno delle papille dermiche, e I'osservazione di terminali
intraepiteliali s € dimostrata del tutto occasionale. Le fibre a SP sono risultate invece del tutto assenti
al'interno dell'epitelio e molto scarsesia nel derma superficiale che papillare. In trapianti di cute con peli,
sottili fibrea CGRP circondanoi follicoli piliferi, apparentemente organizzate a costituire fibre circolari.
Occasiondmente, sparse fibre a SP sono state osservate al'interno dei follicoli. L'innervazione
peptidergicaa CGRP dellestrutture vascolari e ghiandolari € risultata molto variabile, mentre né i vasi né
le ghiandole hanno mostrato innervazione daparte di fibre a SP. Nessun corpuscolo di Meissner € risultato

positivo, mentrein dueoccasioni sono state osservatecellule di Merkel contenenti CGRP.

CORRELAZIONI TRA SENSIBILITA E LIVELLI DI INNERVAZIONE.

Negli esperimenti sulle cicatrici e sugli innesti (Stella et a. 1994) sono state condotte analisi semi-
guantitative considerando la presenza o assenza di: 1) fibre intraepiteiali [1], 2) recettori sensitivi
complessi [C], 3) fibre nervose nelle papille dermiche [P], 4) fibre innervanti i vasi [V], 5) fibre
innervanti le ghiandole sudoripare [G], 6) tronchi nervosi nel derma profondo [D]. Questi dati sono poi
stati raggruppati per ogni caso in |) indicedi innervazione superficiae [I+C+P], 1) indice di innervazione
profonda[V+G+D] e lll) indicedi innervazione totale [|+C+P+V+G+D].

Tutti | pazienti sono stati classificati dal punto di vista estesiologico in classe ad ata sensibilita (S3,
S3+, $4) 0 a bassa sensibilita (S1, S1+, S2, S2+) (vedi Tab. 1). Queste classi sono state comparate
statisticamente, per quanto riguarda la classe anatomica (cicatrici 0 innesti) e per la presenza di strutture
immunoreattive, con I'analisi dellavariarza (ANOVA).

L’ANOVA harivelato una correlazione statisticamente significativatrail punteggio sensitivo e I'indice di
innervazione totale (F=11,06; p=0.004). Se poi si analizzano separatamente la distribuzione delle strutture
superficiali e profonde, si continua ad apprezzare una correlazione significativa con I'indice di innervazione
superficide (F=13,46; p=0.0019), ma non con il profondo (F=1,97; p=0.6408). Nessuna differenza
statisticamente significativa € stata invece osservatatra cicatrici e innesti (indice di innervazione totale:
F=0,23; p=0,648).



CONCLUSIONI

| risultati delle nostre indagini dimostrano chiaramente la superiorira delle tecniche d'indagine
immunocitochimica sui metodi usati in precedenza. Le strutture nervose periferiche sono ben visibili con i
markers strutturali (PGP 9.5, NSE oppure S-100) ed inoltre, I'utilizzo di marcatori funzionali
(neuropeptidi, GAP-43) pud fornire preziose indicazioni sul recupero funzionale nel corso della
rigenerazione.

Inoltre I’ entitd dellareinnervazione e la distribuzione delle strutture immunoreattive sono molto simili
nella cute trapiantata e nelle cicatrici, mentre la distribuzione delle terminazioni capsulate sembra essere
differente: solo nelle biopsie di lembi adistanza € stato infatti possibile evidenziare corpuscoli a gomitolo
semplice o corpuscoli di Meissner.

Il recupero sensitivo osservato in seguito ad eventi traumatici o patologici € spesso incompleto od
anomalo. Cio éimputato alla mancatareinnervazione (/0 ad una reinnervazione non corretta) dei bersagli
appropriati da parte delle fibre sensitive rigeneranti. Nel loro complesso i nostri dati contrastano con
I’ opinione diffusa di una mancatarigenerazione nelle cicatrici e nei trapianti cutanei e quelladi un recupero
sensitivo legato solo alle strutture nervose profonde non intaccate dallalesione.

E' probabile che alcune fibre nervose rigenerate non riacquisiscano una normale funzionaita e cido pud
esserein parte verificato mediante I'impiego di marcatori immunocitochimici come i neuropeptidi. I
riconoscimento dellefibre nervose per il loro contenuto in molecole funzionali fornisce infatti importanti
indicazioni sia sulle possihilita rigenerative delle diverse popolazioni di fibre sensitive sia sulla loro
ripresa funzionale. Nel modello sperimentale che stiamo attualmente sviluppando si € potuto dimostrare
che le fibre peptidergiche analizzate (ritenute in gran parte nocicettori) sono in grado di reinnervare
correttamente i territori cutanei denervati (Verzé et al., 1997b). La ricerca delle stesse fibre nervose nei
lembi di cute allestiti nell'uomo ha fornito le medesime indicazioni. Questi dati possono pertanto
costituire un'ottima base per una migliore interpretazione dei dati clinici ed elettrofisiologici rilevati
nell'uomo, contribuendo ad ampliare gli strumenti disponibili per la verifica dellavalidita delle terapie e

delletecnichechirurgiche.
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