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Problema fundamentala

Boala inflamatorie intestinala (BII) esteo afectiune cronica, de etiologie necunoscuta,
caracterizata printr-un raspuns imun anormal, al unui organism cu predispozitie genetica, la
interactiunea dintre factorii de mediu si microbiota intestinala.

Lipsa unui tratament specific si etiologia necunoscuta in BII au dus la o concentrare in
ultima perioada pe intelegerea mecanismului etiopatogeneza al BII.

Un factor important in patogeneza BlI este reprezentat de bariera epiteliala intestinala
care este structura care mentine homeostazia intestinala si separd continutul intraluminal de
tesutul gazdei. Este o structura dinamica care are rol in reglarea functiei intestinale s1 mediaza
interactiunea dintre flora intestinala si sistemul imun mucosal

Stratul epitelial intestinal reprezintd bariera structurald si functionala a intestinului prin
care acesta moduleaza interactiunea dintre antigenele intraluminale si straturile transmurale.
modificdri morfologice si functionale privind tipurile celulare componente ale acestuia au
fost demonstrate in boala inflamatorie intestinala.

Celulele neuroendocrine (CNE) sunt tipuri celulare care fac parte din stratul epitelial
intestinal si intrd in componenta sistemului neuroendocrin al tractului gastrointestinal alaturi
de sistemul nervos enteric, avand secretie hormonald cu multiple roluri functionale si in
mecanismele de inflamatie locala, contribuind la homeostazia intestinala. Inflamatia genereza
o stimulare asupra secretiei neuroendocrine hormonale la nivel celular printr-un mecanism de
tip switch on/off.

In boala inflamatorie intestinald au fost raportate modificari morfologice prin
hiperplazie neuroendocrind cu alterarea secretiei hormonale epiteliale. De asemenea exista
studii care sustin rolul celulelor neuroendocrine, in special al celor care exprima serotonina,
in intretinerea inflamatiei.

Datele din literatura privind modificarile celulelor neuroendocrine si implicatiile clinice
ale acestora in BII sunt limitate la nivel international si au in principal la baza obeservatii pe
modele animale.

Intelegerea comportamentului celulelor neuroendocrine in BII si implicatiile acestuia in

procesul de patogeneza al BII poate determina orientarea de noi tinte terapeutice.



Sinteza capitolelor

Teza de doctorat cuprinde doud parti intitluate ,,Partea generald” si ,,Partea personala”.

In Partea generald sunt descrise mecanisme de etiopatogenie in boala inflamatorie
intestinald si se subliniaza rolul stratului epitalial intestinal in mecanisemele de generare a
inflamatiei, cu modificarile structurale la nivelul celulelor componente ale acestuia rolul lor
in intretinerea inflamatiei si rolul lor functional in clinica bolii inflamatorii intestinale. De
asemenea un alt capitol este dedicat celulelor neuroendocrine pozitive pentru serotonind si
implicatiile acestora in patologiile inflamatorii.

Partea personala cuprinde intr-o prima etapa studiul densitatilor CNE la nivel mucozal la
pacientii cu BII, ulterior analiza acestor modificari raportate la gradul de inflamatie prin
corelarea cu scoruri clinice, endoscopice si markeri serologici si fecali de activitate, totodata

Ipoteza de lucru este data de este exitenta ideii in literaturd care afirma o crestere a
densitatilor totale ale CNE pozitive pentru cromogranina A si a celor pozitive pentru

serotonind in mucoasa colonica afectata de BII.

Obiectivele studiului au fost:

Evaluarea din punct de vedere histologic a densitatilor totale ale CNE la pacientii cu
BII colonica folosind markerii generali de diferentiere neuroendocrind: cromogranina A si
sinaptofizina;

Evaluarea din punct de vedere histologic a densitdtilor CNE care exprima serotonina la
pacientii cu BII colonica.

Corelatii intre densitatile totale ale CNE si a celor care exprima serotonina cu tipul de
BIl, cu durata BIl, cu tipul de tratament (tratament conventional si tratament biologic anti
TNF-a, cu scorurile clinice si endoscopice de activitate si cu markerii non-invazivi ai
inflamatiei serologici si fecali: PCR (proteina C reactiva) si calprotectina fecala.

Metodologia de lucru a constat in realizarea unui un studiu prospectiv, experimental,
nerandomizat pe un esantion de 101 pacienti, impartiti in 2 loturi :

Lotul A, format din 52 de pacienti diagnosticati cu BII cu afectare colonica: 27 de
pacienti cu RCUH si 25 de pacienti cu BC, proveniti din Clinca de Gastroenterologie si

Hepatologie II, Fundeni, Bucuresti, lotul B, lotul control, format din 49 de pacienti care s-au



prezentat in Clinica de Gastroenterologie si Hepatologie 11, Fundeni, Bucuresti, cu indicatie
de colonoscopie pentru screening de cancer colorectal.

Criteriile de includere au fost pentru grupul de studiu paienti adulti cu afectarea
colonica in cadrul BII, diagnostic de BII de cel putin 6 luni, indicatie de colonoscopie pentru
Bll, pacienti fara alte comorbiditati cunoscute in afara de BII, tratament sustinut pentru BII
de cel putin 6 luni, tratament conventional sau anti-TNF-a in monoterapie, iar pentru grupul
control pacienti cu indicatie de colonoscopie de screening de cancer colorectal, fara
comorbiditdti cunoscute.

Analiza CNE a fost efectuatd prin prelevarea de biopsii colonice in cadrul
colonoscopiei, un total de cinci fragmente biopsice, cate unul din fiecare segment anatomic
colonic, orientate pe stripuri de membrane de nitroceluloza. Fragmentele de biopsie au fost
evaluate imunohistochimic (IHC) folosind  anticorpi pentru  markerii generali de
recunoastere a CNE, cromogranina A si sinaptofizina si separat anticorpi pentru serotonina.
Numaratoarea celulelor neuroendocrine s-a efectuat,pe aceleasi numar de glande pentru toti
markerii neuroendocrini, pe sectiuni progresive pentru fiecare marker la distanta de 4
microni, manual, la microscopul optic. Numaratoarca CNE a fost efectuata de trei
anatomopatologi pentru aceeasi sectiune care nu au cunoscut originea fragmentelor biopsice
din cele doua grupuri.

Pentru analiza statistica s-a efectuat o analiza descriptiva care a determinat: media,
deviatia standard (D.S), mediana, Inter-Quartile-Range (IQR), skewness-ul (deviatia de la
simetrie a distributiei), valoarea minima si valoarea maxima pentru variabilele continue, in
vreme ce pentru variabilele de categorie au fost determinate frecventa absolutd (numadrul) si
frecventa relativa (procentele). Pentru comparatie a fost folositda o procedura de bootstrap
(reesantionare cu reintroducere) a diferentei de medii aritmetice, folosind 100000 de astfel de
reesantiondri, fiind determinate valoarea p si Intervalul de Confidenta (IC) 95% (IC a fost
evaluat ca diferenta intre quantila de 2.50% si cea de 97.50%. Pentru analiza impactului
factorilor demografici, clinici si paraclinici asupra mediei densitdtilor CNE de la nivelul
colonului si al rectului, s-a folosit o regresie linear univariatd, cu variabila dependenta
calculata cu ajutorul variabilelor: densitatea celulelor pozitive pentru sinaptofizind, densitatea
celulelor pozitive pentru cromogranind, densitatea celulelor pozitive pentru serotonind luand
"directia de variatie maxima" a acestor variabile determinata printr-o analiza a componentelor
principale (PCA) si anume formula primului component, iar variabilele independente au fost
parametrii demografico-clinici urmariti in studiu.

Relevanta statistica a fost stabilita la valori p mai mici de 0.05.
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Evaluarea imunohistochimica a aratat urmatoarele apsecte :

Dispozitia celulelor neuroendocrine, evidentiate IHC, este uniformd in mucoasa
colonica normala si neuniforma In mucoasa colonica inflamata.

In mucoasa normala, celulele neuroendocrine prezinti o dispozitie predominant bazala
la nivelul criptelor si rare celule superficiale, inclusiv celule neuroendocrine izolate in
epiteliul superficial.

In mucoasa normald nu se evidentiazd dect izolat celule neuroendocrine aliturate, fard a

forma micronoduli sau cordoane de celule neuroendocrine- Figura 1

Figura 1. Asect imunohistochimic al un fragment de mucoasa normala de la nivelul
colonului sigmoid. Coloratie HE ( stanga), IHC pentru cromogranina ( dreapta). Imagini de la
acelasi pacient din grupul control

In mucoasa inflamati, celulele neuroendocrine prezinti o densitate crescutd, dar
neuniforma, cu arii de aglomerare la nivelul unor cripte, formand frecvent travee si cuiburi de
3 — 5 celule neuroendocrine.

In mucoasa inflamatd sunt mai frecvente celulele neuroendocrine dispuse superficial, inclusiv

n epiteliul de acoperiere- Figura 2, Figura 3.
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Figura 2. RCUH activa. Fragment din mucoasa rectala de la acelasi pacient. Coloratie
HE ( stanga sus), IHC pentru cromogranina (dreapta sus), aspect endoscopic ( stanga jos)
(200x)
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Figura 3. RCUH activa. Fragment din mucoasacolonica rectala. IHC pentru
cromogranind. CNE localizate la baza criptelor in grupuri de 3-4 celule (200x).

Numarul de glande intestinale la nivelul carora a fost efectuatd numaratoarea CNE a
fost reprezentat de numarul maxim de cripte intestinale din sectiunea de biopsie cu grosimea

de 4y, pentru fiecare segment colonic, 0 medie minima de 20 glande la grupul cu BII (la
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nivelul colonului transvers si la nivelul colonului ascendent) si 0 medie maxima de 25 glande
(la nivelul rectului). Pentru grupul control s-au numarat o medie minima de 26 glande (la
nivelul colonului ascendant) si o medie maximd de 38 glande (la nivelul colonului
descendent).

Dintre rezultatele studiului mentionez:

Analiza CNE la nivelul intregului colon a aratat o medie a densitatilor celulare pe cripta
semnificativ mai mare la grupul pacientilor cu BII fata de grupul control pentru cromogranina
A cu o valoare p <0.001 si [ IC 95%] 0.83 [0.58-1.06] - Tabel 1, Figura 4.

Tabel 1

Media densitatilor CNE pozitive pentru cromogranina la
nivelul intregului colon

Densitati CNE Bl Control
Cromogranina

Medie £ D.S 1.84 +0.78 1.01 £ 0.44
Mediana (IQR) 1.61 (0.58) 0.90 (0.38)
Min — Max 0.60 —4.16 0.40-3.11
Skewness 0.96 2.38

Comparatie Densitate CRO Totala

Densitate Totala CRO

Lot

Figura 4 .Ploturi de probabilitate normala privind densitatile celulare
pentru cromogranind la nivelul intregului colon



De asemenea CNE pozitive pentru sinaptofizina au avut o medie de 1.22 + 0.63 la pacientii
cu BII fata de 0.62 £+ 0.28 la grupul control cu o valoare p< 0.001 si [IC 95%] 0.60 [0.42 -
0.80]- Tabel 2, Figura 5.

Tabel 2.

Media densitatilor CNE pozitive pentru sinaptofizina la
nivelul intregului colon

Densitiati CNE Bl Control
Sinaptofizina
Medie £ D.S 1.22 £ 0.63 0.62 +0.28
Mediana (IQR) 1.17 (0.41) 0.56 (0.17)
Min — Max 0.22-2.95 0.14 -1.66
Skewness 0.89 1.31

Comparatie Densitate SYN Totala
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Figura 5. Boxploturi privind densitatile celulare pentru sinaptofizina
la nivelul intregului colon

Pentru serotonina la nivelul intregului colon media densitatilor a fost de 0.91 + 0.54 la grupul
pacientilor cu BII si de 0.37 £ 0.18 la grupul control, p<0.001 si [IC 95%] 0.54 [0.38 - 0.69]-
Tabel 3, Figura 6.



Tabel 3.

Media densitatilor CNE pozitive pentru serotonina la
nivelul intregului colon

Densitati CNE Bl Control
Serotonina
Medie £ D.S 0.91 +£0.54 0.37+£0.18
Mediana (IQR) 0.74 (0.41) 0.32 (0.32)
Min — Max 0.11-2.25 0.11 -0.81
Skewness 0.96 0.82

Comparatie Densitate SRT Totala
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Figura 6. Boxploturi normala privind densitatile celulare
pentru serotonina la nivelul intregului colon

Comparénd densitatile CNE intre tipurile de BII, BC respectiv RCUH nu s-au nregistrat
diferente semnificativ statistice pentru niciun marker de diferentiere, indifferent de localizare
cu exceptia CNE pozitive pentru serotonind la nivel rectal care au avut denistati mai crescute
in RCUH si 0.77 CNE pentru BC, diferenta semnificativ statistic cu o valoare p <0.01-
Figura 7.
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Comparatie Densitate SRT Rect
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Figura 7. Stripcharturi comparative privind densitatile pentru CNE pozitive
pentru serotonina la nivel rectal la grupul cu Bl

Analiz&nd densitatile celulare la nivelul fiecarui segement colonic s-au obtinut: la nivel
rectal pentru sinaptofizind o densitate medie de 1.4 £0.86 CNE la grupul cu BII fata de 0.63
CNE +0.44 la grupul control p<0.01, pentru cromogranina A media densitatilor a fost de
2.23+1.27 CNE la grupul cu BII si de 1.09+ 0.47 CNE la grupul control cu valoarea p<0.01.
Pentru serotonind media densitatilor rectal a fost de 1.12+1.03 la grupul cu BII si 0.44 £0.29
la grupul control, p<0.01. Pentru sigmoid media densitdtilor CNE pentru cei trei markeri a
fost: 1.20 +0.89 la grupul cu BII si de 0.60 = 0.30 la grupul control pentru sinaptofizina,
p<0.01, pentru cromogranina A 1.81 £1.04 la grupul cu BII si 0.94 £0.38 grup control cu p<
0.01, iar pentru serotonind 0.92 + 0.78 la grupul BII si 0.38+ 0.22 la grupul control cu p<
0.01. La nivelul colonului descendent pentru sinaptofizind s-au obtiunut o medie a
denistatilor de 1.06 +0.81 grup BII si 0.56 £0.34 grup control, p<0.01, pentru cromogranina
A 1.58 +£0.94 la grupul cu BII si 1.00 + 0.59 la grupul control, p < 0.01, iar pentru serotonina
0.83 + 0.55 pentru BII si 0.35 £+ 0.24 pentru control, p< 0.01. Pentru colonel transvers media
densitatilor a fost: pentru sinaptofizind 1.20+ 0.80 grup BII, 0.69 +0.58 grup control, p<0.01,
pentru cromogranina A 1.84 + 1.23 grup BII si 1.08 £ 0.68 pentru grupul control, p <0.01,
pentru serotonind 0,90 + 0.67 la BII si 0.39 £0.32 pentru control p<0.01.
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La nivelul colonului ascendent s-au obtinut o medie a densitatilor CNE pentru sinaptofizina
de 1.26 + 0.82 pentru BII si 0.62 + 0.53 pentru grupul control, p <0.01 pentru cromogranina
Ade 1.72 £ 1.06 la grupul BII 51 0.96 £ 0.95 la grupul control, p<0.01, iar pentru serotonina
0.91+ 0.54 1a grupul cu BII si 0.37+0.18 la grupul control, p<0.01.

Tn partea a doua a studiului pentru pacientii cu BII au fost analizate mediile densitatilor
totale/colon ale CNE pozitive pentru toti markerii de diferentiere 1n raport cu activitatea bolii
inflamatorii. S-a folosit o regresie liniard univariata, variabila independenta fiind calculata
folosind urmatoarele variabile:densistétile totale de la nivelul colonului ale celulelor pozitive
pentru sinaptofizind, cromogranina si serotonind si a fost luat in considerare directia de
variatie maxima a lor prin analiza componentelor principale (PCA).Variabilele independente
au fost reprezentati de varsta, durata bolii, tipul de tratament, scorurile de activitate clinic,
activitatea endoscopica.

La calcului indicilor de corelatie r Pearson, au existat corelatii puternice intre

denistatile celulalare pentru cei trei markeri de diferentiere -Tabel 4, Figura 8.

Tabel 4.

Corelatia intre densitatilor totale celulare in functie de markerii de diferentiere

Variabila Densitate totala Densitate totala
sinaptofizina cromogranina
r Pearson (valoare p) r Pearson (valoare p)
Densitate totala 0.78 (< 0.0001) 1.00
cromogranina
Densitate totali 0.70 (< 0.0001) 0.68 (< 0.0001)
Serotonina
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Figura 9. Corelatia intre densitatilor totale celulare in functie de
markerii de diferentiere

La regresia liniara univariata factorii care au fost asociati cu densitdti crescute ale CNE
au fost: PCR ( protein C reactivd) crescuta, valorile mari ale calprotectinei, absenta
tratamentului antiTNF-a, un scor Mayo clinic >2, scorul CDAI >150, scorurile de activitate
endoscopicda CDEIS >3 si Mayo endoscopic>2. La regresia liniara multivariata parametrii
independenti care sunt asociati cu o densitate crescuta sunt: PCR, calprotectina fecala si
activitatea endoscopica.

Ulterior s-a folosit regresia lineara univariata cu variabila dependentd densitatea pe
colon + rect a CNE pozitive pentru serotonind. Parametrii asociati cu o densitate mai mare a
CNE pozitive pentru serotonind, sunt aceeasi ca si la analiza anterioara univariata. La regresia
liniard multivariata, doar scorul activitatii endoscopice (Mayo endoscopic>2 si CDEIS >3
este parametru independent care influenteaza densitatea totala a CNE pozitive pentru

serotonina.

Pe baza rezultatelor discutiile aferente sunt prezentate sumar mai jos:

Toti pacientii cu BII au avut afectare colonicd. Pentru RCUH nu au fost exclusi
pacientii cu afectare strict limitata la rect, dar pentru cazurile de proctitd la care s-a efectuat
examen endoscopic in perioada studiului, rectosocopia a fost suficienta pentru orientarea
conduitei terapeutice.

Alegerea pacientilor cu BII cu o durata a tratamentului de cel putin 6 luni a fost bazata
pe ecesitatea indeplinirii unuia dintre obiectivele studiului, de a evalua modificarile CNE in

functie de tratamentul conventional sau biologic, respectiv anti TNF-a si este cunoscut faptul
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ca 1n boala inflamatorie intestinald pentru vindecare mucozala este nevoie de 3-6 luni pentru
RCUH si 6-12 luni pentru BC, de unde se poate deduce ca eficienta unui tratament nou
introdus asupra vindecarii mucozale se evalueaza la aceste intervale.

De asemenea din grupul pacientilor cu BII au fost exclusi pacientii cu tratament anti
TNF-a Tn comboterapie pentru ca s-a dorit diferentierea strict intre tratamentul conventional
si tratamentul biologic asupra modificarilor comportamentului CNE.

A fost evaluat numarul maxim de cripte intestinale din sectiunea de biopsie cu grosimea
de 4y, pentru fiecare segment colonic, o medie minima de 20 glande la grupul cu BII (la
nivelul colonului trasnvers si la nivelul colonului ascendant) si o medie maxima de 25 glande
(fa nivelul rectului), pentru grupul control s-au numarat o medie minima de 26 glande (la
nivelul colonului ascendant) si o medie maxima de 38 glande (la nivelul colonului
descendent), ceea ce reprezintd cel putin un numar dublu fatd de studiile similare din
literatura[1][2].

In 1997 El Salhi a facut un studiu similar pe un grup de 17 pacienti cu RCUH si 11
pacienti cu BC, a prelevat biopsii seriate la nivelul intregului colon un total de 31 biopsii pe
care le-a evaluat IHC cu anticorpi neuroendocrini pentru diferite tipuri de CNE inclusive
CgA si 5-HT. A obtinut un numir de 116-150 CNE pe pm? pentru Cg A si un numdr de 106-
171 CNE pe um?pentru 5-HT, in functie de gradul de activitate al bolii exprimat calitativ[2].

Studiul lui Chojnacki care a evaluat numarul de celule EC la nivel rectal si colonic pe
un total de 30 pacienti a folosit ca marker de IHC anticorp policolonal de iepure, a obtinut o
medie de celule EC pe 10 cripte examinate de 225.4437.75 la grupul proctita si 22.5+40.5 la
grupul colita RCUH[1].

De remarcat cd diferentele dintre celule in functie de BII au fost foarte mici, fara
semnificatie statistica, in afara de analiza CNE pozitive pentru 5-HT la nivel rectal. Media
densitatilor acestora la nivelul rectului a fost mai mare la pacientii cu RCUH. Tinand cont de
caracteristicile grupurilor si de faptul ca si pacientii cu BC au avut afectare rectald la un
moment dat de la diagnosticul bolii pana la includerea in studiu, diferenta a fost semnificativa
in ceea ce priveste densitatile celulare numai pentru serotonina. Fapt care se poate traduce
prin fenotipul RCUH cu debut rectal si care chiar daca pacientul este in remisiune
endoscopica poate persista inflamatia histologica. De asemenea uniformitatea afectarii rectal
in cadrul RCUH face mai probabila prelevarea de biopsii din zonele afectate de inflamatie
anterior la un pacient in remisiune endoscopicd, comparative cu BC.

In literatura mai exista doua studii, dar pe model animal ale Iui E1.Salhi M. din 2016 si

2017 care folosesc cromogranin A si serotonina ca markeri de evaluare ai CNE la colita
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indusa DSS (dextran sulfate sodium) si TNBS (trinitrobenzensulfonic acid) pe model murin.
Numaratoare CNE a fost efectuata pe 10 glande intestinale cu o densitate de 333.1+ 34.7
celule pentru CgA si 61.8 £6.5 celule pentru serotonina la colita DSS si o densitate scazuta
pentru Cg A, dar crescuta pentru serotonina la grupul TNBS de colita[3][4].

Un alt studiu publicat de Coates a evaluat numarul de CNE pozitive pentru cromograina
A si serotonina la nivel rectal pentru 22 pacienti cu RCUH, pacienti cu sindrom intestine
iritabil

(SII) si grup control, pe un numar de 3-6 glande si a obtinut ca nu exista diferente
semnificative Tntre numarul de CNE pozitive pentru cromogranina A intre grupul cu exceptia
subgrupului de colita severa unde s-a obtinut o crestere a densitatilor acestora[5].

De asemenea CNE si mai ales secretia mucozald de serotonina au fost evaluate pentru
patologia functionala intestinala Tn cateva studii[6][7][8].

In studiul doctoral cele mai mari densititi celulare in functie de markerii generali de
diferentiere au fost obtinute pentru cromogranina A aceasta fiind mai bine exprimatd la
nivelul CNE la analiza imunohistochimica morfologica, cu un semnal mai puternic, mai
intens comparativ cu sinaptofizina care a fost exprimata de un numar mai redus de celule.

CNE pozitive pentru cromogranina A si sinaptofizind au avut o distributie omogena,
uniform la grupul control, fiind intalnite izolat la nivelul stratului epitelial intestinal, cu
localizare superficial la nivelul criptelor, in timp ce la grupul cu BIl, acestea au avut o
distributie neuniformd, au fost organizate nodular, in grupuri celulare si au migrat spre baza
criptelor. Examinarea morfologica a aratat un aspect de hiperplazie marcata la nivelul CNE
pentru toti markerii de diferentiere, la grupul cu BII.

Totusi, mentionez, cd nu au fost gasite elemente de displazie la nivelul CNE pe niciunul
dintre fragmentele examinate.

Exista date in literatura care explica implicarea in inflamatie a cromograninei A.
Cromogranina A inhiba efectele TNF asupra epiteliului vascular de crestere a permeabilitatii.
Totodata cromogranina A este crescuta la nivel serologic la pacientii cu BII comparativ cu
pacientii care nu sunt afectati de boala[9][10][11].

In functie de localizare, densititile cele mai pronuntate ale CNE pozitive pentru CgA au
fost la nivel rectal si sigmoidian si au scazut spre colonul drept.

De asemenea cea mai mare medie a densitatilor CNE pozitive pentru serotonind a fost
obtinuta la nivel rectal, urmata de sigmoid, descendent si cele mai mici densitati s-au obtinut

la nivelul colonului drept.
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Aceastd modificare a distributiei in BII ar putea fi explicatd prin comportomentul
RCUH cu afectare rectald, iar pentru pacientii cu BC inclusi in studiu, toti au avut implicare
rectala in evolutia bolii, indiferent de statusul de activitate in momentul includerii in studiu.

O alta explicatie ar fi faptul ca, dupa intestinal subtire, rectul este localizarea unde CNE
se gasesc In mod fiziologic in cea mai mare densitate. Desi distributia lor este izolata la
nivelul stratului epitelial intestinal Tn tubul digestiv, la nivel rectal, acestea pot fi gasite
distribuite in grupuri celulare[12].

In partea a doua a studiului fost analizata legatura intre densititile CNE la nivel rectal
si colonic si activitatea bolii inflamatorii intestinale.

Ca metoda statistica a fost folositd regresia lineara univariatd in care, variabila
dependenta a fost calculatd ludnd in considerare mediile densitdtilor celulare pentru fiecare
marker neuroendocrin de diferentiere celulard folosind o analiza de tip PCA. Variabilele
independente au fost varsta, sexul, durata bolii inflamatorii, PCR, calprotecina fecala, tipul de
tratament, conventional sau anti TNF-a, scorurile de activitate clincd Mayo clinic si CDAI
(Crohn's Disease Activity Index) si scorurile de activitate endoscopica CDEIS (Crohn's
Disease Endoscopic Index of SEverity) si Mayo endoscopic.

Pentru cele trei variabile dependente s-a calculat initial indicele de corelatie Pearson cu
0 valoare r = 0.68 si p < 0.01 ceea ce indica o corelatie puternica, pozitiva si semnificativa
din punct de vedere statistic.

Daca exista date in literatura prinvid legatura dintre modificarile CNE pozitive pentru
markerii generali de diferentiere si inflamatia Intestinald in contextual patologiilor
inflamatorii intestinale, datele despre aceasta corelatie pentru CNE pozitive pentru serotonind
sunt limitate In ceea ce priveste BII. Din aceastad prima etapa de analiza se poate demonstra ca
exista o influenta similara a inflamatiei asupra hiperplaziei CNE ce exprima serotonina.

In urma analizei univariate, factorii care au fost asociati cu cresterea densititilor CNE
au fost boala activa clinic si endoscopic, valorile crescute ale PCR si ale calprotectinei fecale
si absenta tratamentului anti TNF-q.

Nu au influentat densitatile CNE durata bolii, factorii demografici si nici fenotipul BII.

Faptul ca durata bolii inflamatorii nu a influentat hiperplazia neuroendocrina deschide
urmatoarea discutie: posibilitatea ca modificérile celulare declansate eventual de un prim
puseu sa fie ireversibila, fie existd o inflamatie persistentd subclinica la pacientii cu Bll,
tratamentul BIl nu poate reversa leziunile la nivel structural ale epiteliului intestinal chiar in

caz de remisiune clinca si endoscopicd sustinutd. Durata medie a bolii pe lotul de pacienti cu
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BII a fost de 5 ani (60 luni pentru BC si 64 luni pentru RCUH) cu o duratd minima de 12 luni
in ambele cazuri. Hiperplazia prelungitd poate reprezenta o modificare preneoplazica in
dezvoltarea tumorilor carcinoide[13][14]. Totusi aceeasi analiza arata ca tratamentul anti
TNF-a se asociaza cu densitati mai scazute de CNE comparativ cu tratamentul conventional
ceea ce ar conduce la posibila contributie a acestuia in reversibilitatea modificarilor de la
nivelul stratului epitelial intestinal.

Totusi un factor de influenta al acestui rezultat poate fi reprezentat de faptul ca pacientii
nu au fost in remisiune de la debutul tratamentul initial fie el conventional sau biologic, au
avut mai multe pusee de boala care au intretinut gradul inflamatiei mucozal. De asemenea nu
momentul opririi stimului care o initiaza.

Pentru regresia multivariata s-au folosit ca variabile independente calprotectina fecala,
proteina C reactiva si scorurile de activitate endoscopica.

Toate cele trei variabile fiind aosciate cu hiperplazia CNE, obtindndu-se o corelatie
stransd intre PCR si calprotectina fecala (r =0.92), cu p <0.05.

De asemenea acelasi calcul folosind in regresia univariatd ca variabild dependentd
densitatile celulare pentru serotonina a obtinut aceiasi parametrii care se coreleazd cu
hiperplazia celulara pentru serotonina adica scorurile de activitate clinca si endoscopica
ridicate si valori crescute ale PCR si ale calprotectinei.

La regresia multivariatd s-au folosit aceleasi variabile dependente adicad markerii de
inflamatie si scorul de activitate endoscopicad si s-a obtinut cd densitatile celulare crescute
pentru serotonina sunt corelate numai cu activitatea endoscopicd cu un coeficient "r” de 0.2 si
o valoare p semnificativa statistic (p <0.01).

Serotonina serica este crescuta la pacientii cu sindrom de intestin iritabil. Medicatia
antiserotoninergica la acesti pacienti amelioreaza simptomatologia in ceea ce priveste durerile
abodminale si ameliorarea diareei, de unde reiese ca rolul serotoinina in
motilitate[6][15][16][17].

De asemenea, Levin, in 2014 a propus ca potential tratament pentru BII medicatia
antiserotoninergica, bazat pe un experiment pe model animal cu douad astfel de molecule care
actioneaza prin blocarea cdii de metabolizarea a serotoninei din triptofan la nivel mucozal
fara sa blocheze secretia neuronalacu rezultate favorabile asupra scaderii mediatorilor

inflamatori si in vindecare mucozala[18][19][20].
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Principalele concluzii ale studiului au fost :

1. Lotul pacientilor cu BII a fost omogen din punct de vedere al tipului BII si ai
parametrilor de boald analizati. Lotul control a fost reprezentat de pacienti fard comorbiditati
cunoscute digestive sau extradigestive, cu indicatie de colonoscopie de screening pentru
cancerul colorectal. Pentru grupul cu RCUH majoritatea au avut afectarea pancolonica. Toti
pacientii cu BC inclusi au avut afectare colonica in evolutia BC. De asemenea grupul cu Bll a
fost omogen din punct de vedere al activitatii bolii inflamtorii. Tratamentul in curs specific
BII a fost sustinut pe cel putin 6 luni inaintea includerii si a fost reprezentat de tratament
conventional sau de tratament anti TNF-o in monoterapie. Majoritatea pacientilor din ambele
grupuri (BC si RCUH) au avut tratament biologic la includere pe o perioada medie de 13
luni. Durata bolii a fost de cel putin 12 luni pentru RCUH si pentru BC cu o medie de 60,
respective 64 luni

2. Analiza CNE s-a efectuat prin IHC folosind anticorpi pentru markerii gernerali de
diferentiere neuroendocrina cromogranina A, sinaptofizina si separat pentru serotonina.

3. Au fost prelevate prin examen colonoscopic biopsii seriate din fiecare segment
anatomic colonic, un total de 5 biopsii pe pacient cate un fragment din
rect,sigmoid,descendent,transvers,ascendent, orientate pe hartie de nitroceluloza

4, Numadratoare CNE a fost efectuatd manual, la microscopul optic pe sectiuni
progresive la distantd de 4y, pentru fiecare marker de difrentiere de catre 3 anatomopatologi
pentru fiecare numaratoare. Anatomopatologii nu au cunoscut orginea biopsiilor din grupurile
de studiu

5. CNE au fost numarate pe o medie minima de 20 cripte intestinale si 0 medie maxima
de 25 glande la grupul cu BII si o0 medie minima de 26 glande si 38 glande pentru grupul
control. Numarul de CNE a fost exprimat ca medie a densitatilor CNE pe cripta

6. La examinarea morofologica CNE din grupul BII au avut o hiperplazie marcata fata
de grupul control pentru toti markerii de diferentiere, fiind organizate in grupuri/cuiburi
celulare la baza criptelor

7. S-au obtinut densitdti medii crescute ale CNE pentru toti markerii de diferentiere la
nivelul intregului colon si separate pe fiecare segment la pacientii cu BII fata dde grupul
control cu valori semnificative statistic in toate cazurile

8. Raportat la markerii generali de diferentiere, densitatile celulare pentru cromogranina
A au fost n toate cazurile mai mari comparativ cu cele pentru sinaptofizind, cromogranina A

avand un semnal uniform, difuz si omogen fata de sinaptofizina.
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9. Cele mai mari densitati celulare pentru ambele grupuri de studiu s-au intalnit la nivel
rectal pentru toti cei 3 markeri

10. Comparand densitatile celulare intre subgrupurile BC si RCUH, diferente semnificativ
statistice s-au inregistrat numai in cazul expresiei serotoninei la nivel rectal

11.  S-au obtinut corelatii pozitive, puternice, cu semnifcatie statistic Tntre mediile
densitatilor celulare celor 3 markeri (r =0,68, p<.01).

12.  La analiza lineard univariatd cresterea densitatilor celulare pentru toti markerii de
diferentiere a fost corelata cu valori crescute ale scorurilor clinice, endoscopice cu valori
crescute ale PCR si ale calprotectinei fecale si cu absenta tratamentului anti TNF-a. La
regresia liniard multivariata densitatile crescute au fost corelate cu valori mari ale PCR,
calprotectinei fecale si cu scorurile mari de activitate endoscopica. Rezultatele au fost
semnificative statistic

13. La analiza lineara univariatd densitatile celulare crescute pentru serotonind au fost
corelate cu aceeasi parametrii ca cei optinuti la analiza lineard univariatd pentru pentru toti
markerii neuroendocrini. La analiza lineara multivariata cresterea densitatilor celulare pentru

serotonind a fost asociata cu boala activa endoscopic (r =0.20, p <0.01).

Originalitatea studiului

CNE sunt componente ale barierei epiteliale intestinale. Modificari ale functiei de
bariera intestinald au fost observate in BII. Analiza comportamentului CNE in BII reprezinta
un subiect actual pentru intelegere fiziolopatologiei BII privind modificarile structurale,
implicarea In mecanismele de inflamatie, impactul clinic si potentiale tinte terapeutice.

Exista foarte putine date in literatura despre dinamica modifcarilor CNE in BII, care se
bazeaza majoritar pe studii pe model animal.

Principiu studiului s-a bazat pe analiza imunohistochimica a densitatilor totale ale CNE
pozitive pentru markerii generali de diferentiere, cromogranina A si sinaptofizina, si separat
s-a analizat CNE pozitive pentru serotonind.

Originalitatea studiului a constat Tn evaluarea detaliata a distributiei densitatilor celulare
pe fiecare segment anatomic colonic si a densitatilor totale celulare pe intreg colonul la

fiecare pacient cu BII.
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De asemenea, in plus fatd de studiile din literaturd, numaratoare CNE a fost efectuata
pe un numar semnificativ mai mare de glande. Studiul a inclus un numar mai mare de
pacienti fata de studiile existente cu distributie uniforma a tipurilor de boala BC si RCUH si a
fenotipurilor acestora.

S-a ales evaluarea separatd a CNE pozitive pentru serotonind pentru cd serotonina este
produsul principal de secretie al celulelor enterocromafine care reprezintd tipul celular
neuroendocrin cel mai abundant al epiteliului intestinal. De asemenea cresterea
concentratiilor serice de serotonind a fost demonstratd la pacientii cu patologie intestinald
inflamatorie.

Un alt motiv a fost faptul cd serotonina indeplineste roluri functionale la nivelul
intestinului cum ar fi motilitatea, secretia, reglarea apetitului si este implicata in mecanismele
de inflamatie.

Prin analiza detaliatda a comportamentului CNE pozitive pentru serotonind s-a urmarit
relatia dintre hiperplazia celulara neuroendocrind si activitatea bolii inflamatorii la pacientii
inclusi.

De asemenea o altd idee de noutate a constat in efectuarea de corelatii a numarului de
CNE cu durata bolii inflamatorii, tipul de tratament specific BII si cu activitatea bolii pentru a
determina dacd existd o dinamicd a acestor leziuni celulare influentatd de tratament sau de
evolutia prelungitd a BII in care chiar dacad existd remisiune clinca sau endoscopica datd de
tratament poate persista inflamatia in grade variabile la nivel histologic.

De asemenea existd numeroase studii care sustin beneficiul tratamentului anti TNF-a Tn
refacerea barierei intestinale la pacientii cu BII.

In plus fati de datele existente in literatura, studiul a dorit si analizeze impactul
tratamentului anti TNF-a asupra hiperplaziei neuroendocrine de la nivel intestinal la pacientii
cu BII.

Cercetarea doctorala oferd o evaluare detaliatd a comportamentului CNE la nivelul

colonic la pacientii cu BII integrata in context clinic.

Dificultati si limite ale studiului

k]

Studiu a prezentat cateva limitari si o serie de dificultati in realizare.
In primul rand, provocarea a fost reprezentata de alegerea grupurilor de studiu, care a

fost limitatd de indicatia de colonoscopie pentru ambele loturi. Alegerea in grupul control a
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pacientilor cu indicatie de screening de cancer colorectal a oferit o oarecare neuniformitate in
legaturd cu parametrii demografici,in primul rand varsta. De asemenea, a fost dificil de
selectat in grupul control pacientii farda comorbiditati cunoscute care ar fi putut influenta
densitatea CNE. De aici reiese o altd limitare a studiului pentru ca evaluarea comorbiditatilor
asociate la grupul control a fost facuta doar anamnestic.

Cercetarea a fost un studiu prospectiv, observational, nerandomizat, care a urmarit
analiza densitatilor CNE la nivelul colonic in BII. Nu a fost inclusd examinarea ileonul
terminal pentru ca intubarea acestuia nu a putut fi facutd, din motive tehnice, pentru toti
pacientii, de asemenea nu a fost inclusd examinarea tubului digestiv superior sau a pacientilor
cu pouch ileal datorita cazurilor reduse din aceste grupe.

O alta dificultate a fost reprezentata de alegerea markerilor neuroendocrini pentru
evaluarea celulard. S-au ales ambii markeri de diferentiere generald. Cromogranina A si
sinaptofizina pentru a determina cat mai exact densitatatea tuturor tipuri de CNE la nivelul
epitelial. Ca tip celular a fost ales doar serotonina datoritd evidentelor mai numeroase cu
privire la rolul e1 functional si legdtura cu mecanismele inflamatie la patologia inflamatorie
de tub digestiv. Toate studiile privind rolul functional al serotoninei au vizat patologia
functionala intestinala.

Datorita costurilor mari de IHC nu au fost folosite coloratii pentru determinarea
expresiei celulare care exprima ceilalti produsi de secretie neuroendocrini care ar fi oferit o
imagine mai exacta a modificarilor neuroendocrine la BII.

Costurile mari au limitat si absenta dozarii secretiei serotonina sau a cromograninei A
in lumenul colonic si concentratiile lor serice care ar fi oferit date suplimentare cu privire la
corelatia dintre hiperplazia neuroendocrind cu concentratiile digestive si serologice a
produsilor lor de secretie.

O altd limita a studiului a fost data lipsa calcularii scorurilor de activitate histologica
implicit de lipsa de corelare a densitatilor celulare neuroendocrine cu grad de activitate
histologic.

Tn plus, In ceea ce priveste activitate clinica si endoscopica, acestea au fost cuantificate
calitativ ca boala activa, respectiv inactiva in concordanta cu valorile de cut-off specifice ale
scorurilor de activitate pentru fiecare BII. Nu a fost efectuata o determinare cantitativa pentru
boala activa, pentru a determina in ce masurad gradul de inflamatie poate influenta hiperplazia

celulard neuroendocrina.
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Directii viitoare de studiu deschise de cercetarea doctorala

Lucrarea doctorald analizeaza o tema de actualitate in studiul BII. Modificéri la nivelul
stratului epitelial intestinal sunt descrise ca mechanism fiziopatologic in Bll. Datele limitate
din literaturd cu privire la modificérile celulare neuroendocrine sunt limitate in aceasta
patologie.

Cercetarea a analizat modificarile in densitatea CNE la nivelul epiteliului intestinal si
corelatia acestora cu gradul de activitate clinico-biologic si endoscopic al BII si influenta
tratamentului BII asupra acestor modificari.

Datele obtinute au aratat o crestere a densitatilor CNE pozitive pentru cromogranina A,
sinaptofizina si serotonind la nivelul fiecarui segment colonic la pacientii cu BII fatd de
grupul control.

De asemenea s-a demonstrat cd existd o corelatie strdnsd intre hiperplazia
neuroendocrind si activitatea clinca si endoscopcd a BII si cu markerii serologici si fecali de
inflamatie.

In plus densititile crescute ale CNE au fost corelate cu absenta tratamentul biologic
anti- TNF-o.

Studiul doctoral este singura lucrare existenta in literatura care ofera date concrete, n
detaliu, despre modificarile neuroendocrine in context clinic la pacientii cu BII, acest lucru
deschizand multiple perspective pentru cercetarile ulterioare.

In primul rand trebuie evaluati misura in care hiperplazia CNE se coreleazi cu
cresterea produsilor de secretie la nivel serologic sau intraluminal si legatura dintre acestia si
simptomatologia BII.

De asemenea ar fi intesesant de observat comportamentul celular in dinamica pentru
acelasi pacient in evolutia bolii pentru a determina daca exista o reversibilitate a acestor
modificdri in caz de remisiune sustiunuta.

In plus, analiza CNE in studiul prezentat a inclus 3 markeri de diferentiere celulara,
dintre care unul singur cu rol functional. Ulterior, pentru intelegerea comportamentul
neuroendocrin si impactul acestor modificari in BII, este necesar ca studii viitoare sa include
analiza celulard pentru expresia cat mai multor tipuri celulare, inclusiv cu analiza serologica

si intraluminald a produsilor lor de secretie.
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De asemenea studiul a aratat ca exista o posibila corelatie doar a tratamentului anti
TNF-a cu scaderea gradului de hiperplazie celulard, ceea ce conduce la ipoteza ca acesta ar
avea rol in repararea modificarilor epiteliale la pacientii cu BII.

Acest lucru este foarte important avand in vedere ca tinta ideala in BII este vindecarea
histologica, apoi ca repararea integritatii si functiei epiteliale ar putea opri intretinerea
raspunsului inflamator initiat de antigenele microbiene intraluminale.

Rolul tratamentului anti TNF-o si a celorlalte molecule terapeutice din BII trebuie
definit, in studii ulterioare, ca rol in restabilirea integritatii si homoestaziei stratului epitelial
intestinal.

De asemenea in studiul prezent s-a demonstrat ca densitatea CNE pozitive pentru
serotonina este mult crescutd in BII cu potentiale implicatii functionale si pro-inflamatorii.
Exista un studiu in literatura de doud molecule orale care vizeaza blocarea sintezei de
serotonina la nivelul mucozal cu rol in ameliorarea functionala si in vindecarea mucozala pe
model animal de coliti indusi. In concluzie CNE pozitive pentru serotonind ar putea
reprezenta tinte pentru viitoarele terapii de BII.

Toate medicamentele din BII vizeazd blocarea cailor de inflamatie, dar s-a
demonstratca modificari ale CNE antreneaza si sustin inflamatia, iar terapii care sd vizeze
repararea modificarilor celulare de la nivelul SEI ar putea avea beneficii in mecanismele de

producere a BII.
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