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1. Introducere In tematica

Nasul, sinusurile si plamanii reprezinta segmente ale tractului respirator. Aparatul
respirator este Tmpartit artificial la nivelul corzilor vocale in cai aeriene superioare , respectiv
inferioare, cele doua portiuni fiind anatomic contigue si inrudite imunologic [1]. Conceptul ca
, caile aeriene reprezinta un tot unitar, a fost propus prima data la inceputul anilor 2000 de
catre Passalacqua si colegii [2]. United Airway Disease (UAD) — teoria cailor aeriene unitare
repezinta conceptul ca, caile aeriene superioare si inferioare formeaza un singur organ, cu
bolile acestora aparand frecvent concomitent deoarece ele reflectda manifestari diferite ale unui
singur proces patologic [1]. Un numar de mecanisme au fost propuse pentru a lega cele 2
parti ale tractului respirator din punct de vedere fiziopatologic: reflexul naso-bronsic,
stimularea celulelor progenitoare de la nivelul maduvei hematogene, propagarea hematogena
a mediatorilor inflamatori de la un nivel al tractului respirator la altul si aspirarea mediatorilor
inflamatori si a leucocitelor de la nivel sino-nazal in arborele traheo-bronsic. Exemplul clasic
al acestei notiuni este reprezentat de catre asocierea rinita alergica — astm alergic [1]. Rinita
alergica (RA) reprezinta o afectiune simptomatica a nasului produsa de catre o inflamatie IgE-
mediata indusa de expunerea la un alergen respirator, inflamatie localizata la nivelul mucoasei
care captuseste cavitatea nazald. Prima definitie a fost propusa in anul 1929 bazat pe 3
simptome cardinale: stranutul, obstructia nazala si rinorea apoasa [3]. Astmul reprezinta o
boala respiratorie comuna cu o prevalenta de peste 300 milioane de persoane global si in
continua crestere [4]. Definitia cea mai recenta a fost statuata in 2017 de catre GINA (un
proiect de colaborare intre NHLBI, NIH si OMS) : boala inflamatorie a cailor aeriene care
implica multiple celule inflamatorii si mediatori care contribue la modificarile caracteristice
clinice si fiziopatologice. Astmul prezinta 2 caracteristici cheie : 1) un istoric de simptome
respiratorii ( dispnee, tuse, wheezing, constrictie toracica) care variaza de-a lungul timpului ca

existenta si intensitate si 2) limitarea variabila a fluxului aerian expirator [4].

Rinita alergica (RA) este frecvent asociata cu astmul alergic (19%-38% dintre pacientii
cu rinitd prezinta concomitent astm) si deseori precede hiper-reactivitatea bronsica iar intre
30%-80% dintre pacientii cu astm prezintd concomitent rinita [5]. Rinita precede dezvoltarea
astmului si poate contribui la controlul nesatisfacator al astmului. Simptomele nazale , fluxul
de aer la nivel nazal si markerii inflamatori de la acest nivel se coreleaza direct cu inflamatia
cailor aeriene inferioare[5].

Astmul si rinita alergica Impart trasaturi imunopatologice comune incluzand un raspuns

imun Th2- mediat, ingrosarea membranei bazale si hiperplazia celulei goblet [6]. Traditional a




fost incriminata prezenta in exces a citokinelor tip Th2 - IL-4, IL-5, IL-13, IL-31,
chemokinelor asociate eozinofilelor ( eotaxine) si cisteinil-leucotrienele care conduc la
modificarile patologice caracteristice alergiilor respiratorii [7]. Raspunsul alergic initial ( 10-
20 minute de la momentul expunerii) este caracterizat de edem , eritem, rinoree, prurit nazal,
stranut la nivelul cailor aeriene superioare si edem, secretie de mucus, brohospasm si tuse la
nivelul tractului respirator inferior. Raspunsul alergic tardiv ( aparut la 2-6 ore de la momentul
expunerii alergenice) la nivelul intregului tract respirator este asociat cu activarea
cosinofilelor si infiltrarea tesuturilor cu limfocite T CD4 , proces esential pentru menginerea
procesului inflamator cronic si a afectarii tisulare [7].

In ultimii ani au aparut dovezi incontestabile despre implicarea in fiziopatologia bolilor
alergice respiratorii si a altor linii celulare ( Thl, Th17, Treg) si mediatori inflamatori (
citokine, chemokine). Limfocitele Thl sunt implicate in fiziopatologia astmului alergic
moderat-sever cu efecte suprapuse peste acelea ale limfocitelor Th2 [8]. Un subset de
limfocite Th1l secretdnd predominant IL-18 a fost propus ca avand roluri in promovarea
inflamatiei alergice la nivelul tractului respirator, fiind numite celule super Thl [9].
Limfocitele Th1l7 au fost deasemenea documentate in rinita si astmul alergic. Procentul
acestora si al principalelor citokine secretate ( IL-17) de catre acestea a fost semnificativ mai
mare la pacientii cu RA polisensibilizati comparativ cu martorii [10]. Nivelele 1L-17 au
crescut deasemenea la pacientii cu boli alergice respiratorii (rinitd, astm) dupa provocari cu
alergen [11]. Limfocitele T reglatorii mediaza 1) supresia celulelor dendritice implicate in
programarea limfocitelor T efectorii; 2) inhibarea directa a limfocitelor Th1,Th2 si Th17 (prin
intermediul expresiei CD152 si CD179 care induc apoptoza acestora prin contact celular
direct); 3) supresia IgE-alergen specifice si IgG4; 4) inhibitia mastocitelor, bazofilelor si
eozinofilelor si 5) prevenirea migrarii limfocitelor T efectorii catre organele tinta [12].

O alta serie de articole au demonstrat implicarea in patogenia alergiilor respiratorii a unor
citokine caracteristice inflamatiei neutrofilice ( IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6) si a chemokinelor
( citokine cu rol in controlarea miscarilor leucocitelor). IL-1p a prezentat valori crescute la
pacienti cu rino-sinuzitd cronica eozinofilica si non-eozinofilicd cu polipozd nazala si la
pacienti cu rinita alergica in etapa tardiva a reactiei alergice [13]. Cresteri semnificative ale
valorilor serice ale IFN-y au fost asociate cu raspunsul de tip intarziat urmand unei provocari
brongice cu alergen [14]. TNF-a a prezentat valori crescute la pacienti cu astm alergic si
rinosinuzita cronica comparativ cu grupul martor si in secretiile nazale la pacienti cu rinita
alergica perena [15]. IL-6 a fost depistata cu valori crescute in secretiile nazale la pacientii cu

rinitd alergica si a prezentat asocieri cu dezvoltarea astmului alergic [16].




Chemokinele ( CC) sunt citokine chemoatractante cu greutate moleculara medie de 8-10
kDa. Toate chemokinele impart o structurd generald comuna: minimum 3 foi B pliate, un a-
helix in domeniul C-terminal si un numar de legaturi di-sulfidice care conecteaza rezidurile
conservate de cisteind. Chemokinele sunt clasificate in 4 familii in functie de pozitia primelor
2 residuuri de cisteina in interiorul secventei de aminoacizi de la capatul N-terminal : familia
CXC (o), familia CC(B), familia CX3C(3) si familia C(y) [17]. In cadrul cercetirii doctorale
au fost evaluate chemokine din famiile a ( MCP-1 (CCL2) si MIP-1a (CCL3)) si B (ENA-78
(CXCL5), IL-8 ( CXCL8), IP-10 (CXCL10)). CCL2 (MCP-1) prezinta roluri in recrutarea
celulelor dendritice de origine monocitara in cursul reactiei alergice, polarizarea celulelor Th2
si dezvoltarea hipertrofiei musculaturii netede in astm [18]. CCL3 (MIP-1a) este implicata in
recrutarea eosinofilelor, bazofilelor si mastocitelor si in patogeneza astmului prin activarea
excesiva a celulelor musculare netede [19]. CXCL5 (ENA-78) este o chemokina importanta in
activarea limfocitelor Th17 si recutarea neutrofilelor in caile aeriene pulmonare [20]. CXCL8
(Interleukina-8) este o citokina chemotactica puternica care activeaza celule inflamatorii prin
recrutarea de neutrofile, fagocite mononucleare, mastocite si limfocite T. IL- 8 a fost asociata
atat cu boala astmatica cat si cu rinita si conjunctivita alergica [21]. CXCL10 (IP-10) este o
chemokind a carei secretie este indusa de catre IFN-y si care are un rol important in atragerea
limfocitelor Thl la locul inflamatiei prin intermediul receptorului CXCR3. CXCL10 a fost
detectata in concentratii mai mari in fluidul de lavaj bronhoalveolar la copii astmatici versus
martori i in cursul exacerbarilor versus perioade stabile de astm [22].

Un rol important in patogenia alergiilor respiratorii este reprezentat de componenta
genetica. Bolile alergice respiratorii ( rinita, astmul) sunt considerate boli genetice complexe,
datorita implicarii unor multitudini de gene. Rolurile geneticii in astm si bolile alergice sunt
legate de: 1) susceptibilitatea la atopie ( genele care controleaza imunoglobulina E prin
intermediul lantului a al receptorului de Tnalta afinitate al IgE si nivelele serice ale IgE); 2)
determinarea bolii tintita pe organ ( gene de susceptibilitatea astmului: OPN3,CHML); 3)
interactiunea factorilor ambientali cu boala : gene care determina raspunsul la factori care
influenteaza balanta Th1/Th2 a raspunsului imun (polimorfisme ale CD4 si TLR4), gene care
altereaza interactiunile dintre factorii ambientali si boala; 4) modificarea severitatii bolii (

polimorfismele TNF-a si severitatea astmului).

In ultimii ani a existat o schimbare in paradigma bolilor alergice respiratorii de la
conceptul unei boli singulare la recunoasterea ca rinita si astmul alergic sunt boli cronice

complexe cu 0 heterogenicitate clinica si terapeutica marcata. Fenotipul unei boli descrie




caracteristicile observabile ( clinice, fiziologice, morfologice, biochimice si raspunsul la
tratament) fara o relatie cu patologia subjacenta. Un endotip de boala reprezinta o cale
biologica specifica ( definind o etiologie si/sau un mecanism fiziopatologic consistent) care
explica propietatile observabile ale unui fenotip [23]. Bolile alergice au fost clasificate in
functie de tipul de raspuns imun predominant: Th2 si non-Th2. Raspunsul imun tip 2 este
considerat in general ca definind astmul atopic si rinita alergica. Raspunsul imun tip 2 implica
celule Th2, celule B tip 2, celule limfoide innascute tip 2, celule NK secretoare de IL4, celule
T-NK secretoare de IL4, bazofile, eozinofile si mastocite. Citokinele majore ale acestui tip de
raspuns imun sunt IL-4, IL-5, IL-9 si IL-13 secretate de catre celulele sistemului imun si IL-
25, IL-31, IL-33 si TSLP secretate de catre celulele epiteliale. Endotipul cu raspuns imun
predominant non-Th2 cuprinde mai multe sub-endotipuri: inflamatia neutrofilica, activarea
caii Th17, remodelarea tisulara si inflamatia neurogenica. Au fost descrise si endotipuri mixte
Th2/Th17, fiind descrise in acest context 3 clustere majore: Th2-high, Thl7-high si
Th2/Th17-low [24].

Datorita frecventei si implicatiilor majore ale bolilor alergice respiratorii in Europa
secolului XXI si importantei unei clasificari cat mai exacte a afectiunilor a fost realizat acest
studiu care urmeaza trendul european si global al diagnosticarii rinitei alergice din punct de

vedere al mecanismelor imune implicate.

2. Material si metoda

Studiul prezentat este unul clinic, prospectiv, longitudinal care are drept obiectiv evidentierea
rolului mediatorilor inflamatori ( citokine, chemokine) 1n fiziopatologia si caracterizarea

bolilor alergice respiratorii.

Studiul s-a desfasurat in cadrul Clinicilor si Laboratoarelor Sfanta Maria ( fosta Anima)

Victoriei Bucuresti in intervalul ianuarie — august 2017.
Designul studiului a fost reprezentat de crearea a 2 loturi de participanti:

— lot de studiu — reprezentat de pacienti cu rinita alergica cu/fara astm concomitent




— lot martor — reprezentat de pacienti fara patologie alergica cunocuta evaluati in cadrul

clinicii in contextul examinarii medicale anuale

Obiectivul principal al studiului I-a constituit evaluarea prezentei si rolului unui numar de

citokine si chemokine asociate liniilor celulare limfocitare Th2/non-Th2 in rinita alergica.

Obiectivele secundare au fost reprezentate de : — evaluarea rolului chemokinelor a si f in

caracterizarea endotipurilor Th2/non-Th2 in rinita alergica

— corelarea valorilor chemokinelor o si 3
si a citokinelor cu inflamatia cailor aeriene superioare ( reprezentatd prin hipertrofia de

mucoasa nazala) si inferioare ( reprezentata prin hiperreactivatatea de cai aeriene)

— corelarea valorilor chemokinelor si

citokinelor cu conjunctivita alergica ( afectiune frecvent asociata cu alergiile respiratorii)

— corelarea valorilor chemokinelor si

citokinelor cu tabloul clinic si tratamentul alergiilor respiratorii

Criterii de includere — pacienti cu rinita alergica si/sau astm concomitent care s-au adresat
pentru consult de specialitate in Clinicile si Laboratoarele Sfanta Maria Bucuresti in perioada
januarie — august 2017, varsta peste 18 ani , fara alte boli inflamatorii sau autoimune
concomitente ( bazat pe istoricul bolnavului, tablou clinic, valori normale ale markerilor de
inflamatie : fibrinogen, VSH, proteina ¢ reactiva (PCR), factor reumatoid, complement C3 si

C4, absenta oricaror semne sau simptome de infectie intercurenta) - 67.

- martori — pacienti care s-au adresat Clinicilor si Laboratoarelor
Sfanta Maria pentru examenul medical anual, fara patologie alergica, inflamatorie sau

autoimuna cunoscutd la momentul consultului- 38.

Evaluarea clinica, alergologica, spirometrica si de laborator a fost realizata cu acordul scris
al Comisiei de Etica a UMF Carol Davila Bucuresti si a conducerii Clinicii Anima Victoriei
Bucuresti ( actual Clinicile si Laboratoarele Sfanta Maria) cu respectarea  cerintelor
Declaratiei de la Helsinki privitoare la drepturile pacientilor. Includerea pacientilor in studiu a
fost efectuata doar dupa explicarea detaliata de catre studentul doctorand a tuturor aspectelor
acestuia, consultarea la domiciliu a consimtamantului informat de catre pacienti si predarea
documentului semnat la o consultatie ulterioara. Evaluarea de specialitate ORL a fost efectuta

prin examinarea directa a cavitatilor nazale si ulterior prin endoscopie nazala de catre medicul




specialist ORL. Majoritatea pacientilor au provenit din mediul urban ( zona metropolitana
Bucuresti) iar cei din mediu rural din comunele limitrofe acestuia. O perioada de locuire
neintrerupta de minimum 10 ani a fost considerata suficienta pentru a se stabili tipul de
locuire. A fost evaluat deasemenea fumatul si expunerea la substante toxice la locul de
munca. In caracterizarea loturilor au fost luate In considerare si tipul de nastere si ordinea
nasterii datorita studiilor din literatura de specialitate care sugereaza anumite legaturi intre
dezvoltarea bolilor alergice si nastere.

Participantii la studiu ( pacienti, martori) au fost evaluati prin intermediul testarii cutanate
alergologice prick care a fost realizata in concordanta cu recomandarile Academiei Europene
de Alergologie si Imunologie Clinica (EAACI) din anul 2012 [25]. Testarea a inclus studierea
epitelii animale ( cdine, pisicd), gandac de bucatarie ( Blatella germanica), mucegaiuri (
Penicillum mix, Alternaria alternata, Cladosporium mix, Aspergillus mix) si polenuri (
ierburi-graminee, cereale, buruieni — Ambrosia elatior, Artemisia vulgaris, Parietaria mix si
arbori — Betulaceae, Oleaceae, Cupresaceae, Platan). In concordantd cu recomandarile
ghidului EAACI au fost evaluate deasemenea si polenuri specifice Romaniei si acestei zone a
continentului european : ierburi — cereale, Helianthus annuus, buruieni- Plantaginaceae; arbori
— Fagus grandifola, Salicaceae. Testarea a fost validata prin folosirea substantelor de control —
pozitiv ( histamina), negativ ( ser fiziologic). Un test a fost considerat pozitiv daca la 15
minute de la aplicarea acestuia , la locul testarii, a fost prezenta o papula cu un diametru de
minimum 3 mm inconjurata de eritem. Au fost utilizate produsele firmei LoPharma ( Italia).

Evaluarea hipertrofiei de mucoasa nazala ( HMN) a fost realizata de medicul specialist
ORL prin examinare directa si endoscopie nazala cu fibroscop nazal flexibil. Evaluarea
hiperreactivitatii bronsice a fost efectuta prin intermediul tehnicii numita spirometrie cu test
bronhodilatator. Pacientii si martorii au efectuat initial o spirometrie simpla pentru evaluarea
bazala a functiei pulmonare. Ulterior li s-a administrat , conform ghidului GINA, 400 mcg de
bronhodilatator — salbutamol. O a doua spirometrie a fost efectuta la un interval de 20-30
minute. A fost calculata diferenta intre cele 2 valori VEMS — post si prebonhodilatator. O
diferenta semnificativa a fost considerata A VEMS > 200 ml (12%) [26].

Analiza probelor de sange a fost realizata in cadrul a 2 laboratoare de cercetare:
Laboratorul de Imunologie din cadrul Institutului National pentru Cercetare si Dezvoltare
Medicala Militara ,, Cantacuzino” si Institul National de Cercetare — Dezvoltare iIn Domeniul

Patologiei si Stiintei Biomedicale ,, Victor Babes”.




In cadrul Institului Cantacuzino au fost analizate chemokinele si un numar de interleukine :
IL- 1B, IL-6 , IL-10, IFN — vy si TNF — a. Citokinele si chemokinele au fost testate in mostre
serice diluate ¥ utilizdnd Human Multianalyte Profiling Base Kit A (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN) urmarind urmatorul protocol. A fost utilizata o placa cu substrat de filtru (
96 celule MILLIPORE) pretrata cu 25ul/celula Beadlyte® Cytokine Assay Buffer in care au
fost adaugate 50 pl/celula/standard care au fost agitate, amestecate si incubate pe un shaker
plat orbital (PSU 2T PLUS,Biosan) pentru un interval de 2 ore in intuneric la temperatura
camerei. Dilutii standard au fost realizate In conformitate cu indicatiile producatorului la
urmatoarele concentratii 0 pg/mL, 1.2 pg/mL, 4.9 pg/mL, 19.5 pg/mL, 78.1 pg/mL, 312.5
pg/mL,1250 pg/mL si 2500 pg/mL. Intr-o etapa ulterioara 25 pl Beadlyte Anti-Human Multi-
Citokine Beads 3 au fost adaugati in fiecare celuld. Excesul a fost indepartat prin aspirare
(VAC-USAFE CONFORT, Integra Biosciences) si celule resuspendate cu 50 pl/celula
Beadlyte Cytokine Assay Buffer. A urmat o noua indepartare a excesului si resuspendare cu
75 wl/celula cu solutie tampon, urmata de adaugarea a 25 ul/celula Anti-Human Multi-
Cytokine 3 Biotin si incubarea placii pentru 90 minute in intuneric la temperatura camerei.
Dupd o incubare suplimentard de 30 minute cu 25 pl/celula Beadlyte Streptavidin-
Phycoerytrin ( diluat in solutie tampon 1:25) reactia a fost stopatd cu 25 pl/celula Beadlyte
Stop Solution. Placa a fost golita si ulterior reumpluta cu 125 pl/celula solutie tampon. Citirea
placii a fost efectuata pe platforma Luminex 1004 iar datele au fost procesate cu Luminex 100
IS 2.3 Software. Rezultatele au fost exprimate in pg/ml pentru fiecare citokina si chemokina
evaluata.

In cadrul Institului Victor Babes au fost lucrate probele pentru interleukinele 4,13 si 17.
Mostrele de sange obtinute pentru masurarea nivelului interleukinelor au fost plasate ntr-un
tub separator cu ser si au fost centrifugate la 1000 g pentru 15 minute si au fost depozitate la -
80°C pana la efectuarea analizei. Nivelurile IL4/IL13/IL17 au fost masurate prin tehnica
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) utilizand Berthold technologies Reader Apollo
8, LB912, Software Microwin 2000, Orgenics Microplate Washer 2600, Plate Shaker
Termostat PST-60 HL, R&D System ELISA Kits.
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3. Statistica

In cadrul studiilor efectuate analiza statisticd a fost realizatd cu ajutorul programului
SPSS 18.00 ( Statistical Package for the Social Sciences), care a fost folosit pentru
planificarea si colectarea datelor, precum §i pentru managmentul acestora, Intocmirea de
tabele si grafice si prezentarea rezultatelor. Pentru semnificatia statistica a fost luatd n

considerare o marja a valorii p < 0.05 cu interval de confidentialitate de peste 95%.

4. Rezultatele studiului

Au fost luati 1n studiu conform criteriilor de includere un numar total de 67 pacienti selectati
consecutiv in lotul pacienti si 38 de voluntari in lotul martor.

Varsta medie a pacientilor inclusi in studiu a fost de 35,96 ani cu o variabilitate de £ 12.25
ani. Mediana vaérstei pacientilor a fost de 33 ani. Varsta medie a martorilor introdusi in studiu
a fost de 40.47 ani cu o variabilitate de = 12.15 ani. Mediana varstei martorilor a fost de 38.5
ani.

In lotul de pacienti conform repartittei pe genuri au fost inclusi un numar de 19 pacienti de
sex masculin si 48 de pacienti de gen feminin. In lotul martor conform repartitiei pe genuri au
fost inclusi 3 pacienti de sex masculin si 35 de pacienti de gen feminin. Majoritatea
pacientilor inclusi in studiu au provenit din mediul urban ( Bucuresti — 59 pacienti versus 8
din mediul rural — judetul Iifov) si integral voluntarii din lotul martor ( 38 persoane cu
domiciliul in mediul urban).

Diagnosticul de rinita alergica a fost realizat de catre studentul doctorand, medic primar
alergolog, pentru 32 pacienti ( cazuri nou diagnosticate). In cazul celorlalti 35 de pacienti
diagnosticul de rinita alergica a fost stabilit Tn anii anteriori de catre medicul investigator sau
alti medici specialisti alergologi. Durata medie a bolii pana la momentul diagnosticului a fost
de 2.54 ani. Un numar de 14 pacienti au fost diagnosticati concomitent astm. 23 pacienti au
prezentat concomitent simptome de conjunctivita alergica.

Tabloul clinic a fost dominat de obstructia nazala (52 pacienti-77.61%) urmata de stranut
(50 pacienti — 74.62%), rinoree apoasa (44 pacienti — 65.67%) si stranut(40 pacienti — 59.7%).

Ambele loturi incluse in studiu au fost evaluate serologic din punct al terenului atopic.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 1, 2 si 3. Valorile crescute ale eozinofilelor si
IgE seric total in lotul de pacienti comparativ cu lotul martor sunt concordante cu datele din
literatura de specialitate , care indica 0 implicare majoritara a liniei celulare Th2 in rinita

alergica exprimata indirect prin valorile crescute ale celor 2 indici.
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Tabel 1 Eosinofilie ( numar absolut)

NUME
PATIENT MARTOR
Mean Median Standard Mean Median Standard
Deviation Deviation
HLG-EO(NR) .35 23 .35 ,20 14 ,19
Tabel 2 Eosinofilie ( procentual)
NUME
PATIENT MARTOR
Mean Median Standard Mean Median Standard
Deviation Deviation
HLG-EO(%) 3,4 3,1 2,1 1,8 1,7 1,3
Tabel 3 IgE seric total
NUME
PATIENT MARTOR
Mean Median Standard Mean Median Standard
Deviation Deviation
IgE 277,26 116,34 528,72 42,82 14,99 131,56

Din punct de vedere al sensibilizarii pacientii au fost Tmpartiti in monosensibilizati ( un singur

test cutantat prick pozitiv) si polisensibilizati ( minimum 2 teste cutanate prick pozitive) (

Tabel 4).

Tabel 4 Mono/Polisensibilizare

NUME
PATIENT | MARTOR
Count Count
0 0 37
ALERGEN(NR) 1 11 0
2 56 0

Diametrul mediu al unui test in lotul studiat a fost de 8,36 mm ( fatd de un minimum necesar
conform ghidurilor de testare de 3 mm). Expresia grafica a distributiei dimensiunii testelor

este infitisata in figura 1. In tabelul 5 sunt prezentate valorile exacte ale masurarii testelor.

——
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Fig.1 Dimensiune teste alergeni

Table 1
NUME
PATIENT | MARTOR
Count Count
0 0 37
4 7 0
5 11 0
6 10 0
7 9 0
8 7 0
9 2 0
ALERGEN(DIM)(MM)
10 6 0
12 5 0
13 1 0
14 1 0
15 5 0
18 1 0
20 2 0
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Tabel 5 Dimensiuni teste alergeni

Din punct de vedere al tipurilor de alergene implicate , pacientii au fost clasificati in pacienti
cu sensibilizare la alergene cu originea in interiorul cladirilor ( acarieni, gandaci, epitelii
animale, mucegaiuri), cu sensibilizare la alergene de exterior ( polenuri) si cu sensibilizare
mixta ( interior + exterior) ( Tabel 6)

Tabel 6 Tip de sensibilizare

NUME
PATIENT | MARTOR
Count Count
interior 21 0
IIM/E  mixt 19 0
exterior | 27 0

Plecand de la aceastd clasificare intr-o etapa ulterioarda am Tmpartit pacientii ca prezentand
rinita alergica perena ( cu sensibilizare la alergene de interior si/sau mixtd) sau rinita alergica

sezoniera (cu sensibilizare exclusiva la polenuri) ( Tabel 7)

Tabel 7 Sezonier/Peren

NUME
PATIENT | MARTOR
Count Count
0 0 38
P/S persistent 32 0
sezonier 35 0

Pacientii au fost evaluati pentru existenta inflamatiei cronice la nivelul cailor aeriene
superioare. Un numar de 37 de pacienti ( 55.22%) au fost diagnosticati de catre medicul
specialist ORL cu hipertrofie de mucoasa nazala, semn al inflamatiei cronice a mucoasei
nazale. Un numar de 3 pacienti au fost diagnosticati concomitent cu sinuzita. Evaluarea

statistica a decelat o asociere semnificativda a HMN cu rinita alergica ( tabel 8).
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Tabel 8 Hipertrofie mucoasa nazala

ANOVA
HIPERTROF MUC
Sum of
Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 7,395 1 7,395 45 974 oon
Within Groups 16,567 103 161
Total 23,862 104

Inflamatia cailor aeriene inferioare a fost evaluata utilizand procedura spirometriei cu test
bronhodilatator. Hiperreactivitatea bronsica a fost evaluata atat din punct de vedere absolut (
diferenta in ml intre cea dea doua si prima spirometrie) cat si procentual. VValoarea medie a
diferentei absolute a VEMS a fost pentru lotul de pacienti de 128.21 ml £ 121.87 ml , iar
mediana 90 ml. Valorile pentru lotul martor au fost de 26.84 ml = 18.76 ml, iar mediana de 20
ml. Diferenta procentuala pentru VEMS a fost de 4.57% =+ 3.94% pentru lotul de pacienti si
2.71% pentru martori. Valorile medianei au fost 4% in lotul de pacienti si 2% in lotul martor.

Evaluarea semnificatiei statistice a rezultatelor obtinute a fost realizata cu ajutorul testelor

statistice t-student si Mann-Whitney ( Tabel 9 si 10).
Tabel 9 VEMS —semnificatie statistica

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equality of
Variances test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. 1 il} Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

VEMS(%)  Equalvariances 4733 032 2151 103 034 1,857 863 145 3568
assumed

Equalvariances not 2,043 65,851 045 1,857 509 042 3,67
assumed

VEMS(ML)  Equal variancas 53772 oo 5083 103 000 101,367 19,844 61,813 140,821
assumed

Equalvariances nat 6670 | 71407 000 101,367 15,198 71,067 131 667
assumed

Tabel 10 VEMS semnificatie statistica

——
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Test Statistics™

VEMS (%) | VEMS(ML)

Mann-Whitney LI 811,500 623,000
Wilcoxon W 1652,500 | 1364,000
Zz -2,437 -4,356
Asymp. Sig. (2-tailed) 0148 Loon
Monte Carlo Sig. (2-tailed)  Sig. 057° .ongP
99% Confidence Interval  Lower Bound ,ooao Loon

pper Bound 15 043

Monte Carlo Sig. (1-tailed)  Sig. o1a® .oogP
99% Confidence Interval  Lower Bound 000 ,00o

Lpper Bound 053 043

a. Grouping Variahle: MIUME
b. Based on 105 sampled tables with starting seed 1502173562,

Pentru diferenta absolutd a existat 0 asociere semnificativa statistic in ambele teste ( p =
0.000). Pentru diferenta procentuala cele 2 teste statistice au furnizat valori diferite : p = 0.045
(t-student — asociere semnificativa) si p = 0.057 ( Mann —~Whitney — nesemnificativ).

Pacientii introdusi 1n studiu au fost evaluati si din punctul de vedere al gradului de afectare
dat de rinita alergica. A fost folosit scorul TNSS ( Total Nasal Symptome Score — scorul total
al simptomelor nazale). Acesta ia in considerare congestia nazala, rinoreea apoasa, pruritul
nasal, stranutul si tulburarile de somn , pentru fiecare simptom pacientul putand acorda un
punctaj variind de la O ( lipsa afectarii) pana la 3 ( afectare severa). Gradul de severitate
variaza de la : usor ( 0-5 puncte), moderat ( 6-10 puncte) si sever ( 11-15 sever). Lotul de
pacienti urmariti in cadrul studiului a prezentat un scor TNSS de 6.98 si 0 mediana de 7.00 cu
o deviatie standard de = 3.83, astfel incadrandu-se in gradul mediu de severitate. A fost
observat un scor usor mai mare la pacientii de sex masculin versus feminin ( 6.09 vs 4.02).
TNSS s-a corelat cu hipereosinofilia — numar absolut ( r = 0.240, p =0.022) si procentual (r =
0.367, p = 0.000) si valorile crescute ale IgE serice ( r = 0.283, p = 0.003). Au fost remarcate
corelatii cu polisensibilizarea ( r = 0.772, p = 0.000) si magnitudinea sensibilizarii — evaluata
prin marimea testului cutanat ( r = 0.689, p = 0.000). Corelatiile remarcate indica o legatura
stransa intre magnitudinea sensibilizarii alergice si nivelul de intensitate al simptomatologiei.
O altd corelatie importanta remarcatd a fost intre TNSS si inflamatia cronicd a mucoasei
nazale reprezentata prin hipertrofia mucoasei nazale (r = 0.564, p = 0.000).

Evaluarea citokinelor si chemokinelor studiate a fost facuta initial intre cele 2 grupuri de

studiu, ulterior fiind corelate cu diverse aspecte ale tabloului clinic sau alte caracteristici luate
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in consideratie in studiu. Din punct de vedere statistic 3 mediatori inflamatori au prezentat
diferente semnficative intre cele 2 loturi: IL-4, IL-8 si MIP-1a. (CCL3).
Valorile obtinute pentru IL-4 sunt prezentate in tabelul 10.

Descriptives
IL-4
85% Confidence Interval for
Mean Between-
Component

M Mean Std. Deviation | Std. Error | LowerBound | UpperBound | Minimum | Maximum Variance
PATIENT 65 | 11,04354 32217902 | 3,996139 306033 1902674 443 12232
MARTOR 12| 247783 2033423 it 1 iB5RE 4 26881 1,001 7372
Total 77| 978655 29721826 | 3,387082 304059 16,53250 443 12232
Model  Fixed Effects 29771810 | 3,392813 302772 16,54537

Random Effects 3,392813° -333109° £2 85632 -11,222083

a.Waming: Between-compaonent variance is negative. It was replaced by 0.0 in computing this random effects measure.

Calculul semnificatiei statistice a fost realizat utilizand testul t — student si este prezentat in
tabelul 11.

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances testfor Equaliy of Mzans
5% Confidence Interval of the
Mean St Error Difference

F Sig. 1 if Sig. (2tailed) | Difference Difference Lower Upper

IL-4  Equalvariances 2428 124 862 78 391 8 065705 9354128 -10,568673 26,700083
assumed

Equal variances not 1997 | 66,611 050 8065705 4039021 002820 16,128491
assumed

Rezultatele obtinute confirma pe de 0 parte componenta Th2 a inflamatiei alergice ( IL-4 fiind
un marker important al acestei linii limfocitare ) si pe de alta parte alegerea corecta a loturilor
de studiu.

Ceilalti doi mediatori pentru care s-au obtinut valori diferite intre loturi sunt reprezentanti ai
familiei chemokinelor : IL — 8 ( familia a a acestora) si MIP-10/CCL3 ( familia ).

Valorile IL-8 obtinutelin cadrul studiului sunt rezumate in tabelul 12 , iar semnificatia
statistica este prezentata in tabelul 13.
Tabel 12 IL — 8 Valori serice
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Descriptives

IL-8%2
84% Confidence Interval for
Nean Betwean-
Component
N Mean Std. Deviation | Std Emor | LowerBound | UpperBound | Minimum Maximum Variance
PATIENT 67 | 3501208600 | 7546640120 | 9219688302 | 1660528436 | 5342060762 | 1717660322 | 3701206933
WARTOR 38 | 1524833018 | 1262682038 | 2048178525 | 1100833520 | 1039834307 | 2458863600 | 7470283730
Total 106 | 2786006620 | 6133646384 | 6985728364 | 1690014223 | 3072000017 | 1717660322 | 370,1206933
Model  Fixed Efects 60,86186463 | 5041461613 | 1607657641 | 3964355308
Random Effects 9963015680 | -98,74348652 | 154 4636180 118,0883456

Tabel 13 IL- 8 calcul statistic

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equaliy of
Variances Hest for Equality of Means
§5% Confidence Intarval of the
Mean S, Error Difference

F Sig. t of | Sio. (Mailed) | Difference Differance Lower Upper

IL-8*2  Equalvariances 4,208 003 | 1599 103 13| 1976464682 | 1236384083 | -4 756114804 | 4428540844
assumed

Equal variances not 2083 | 72381 040 | 1976464662 | 9444452745 | 9300781126 | 3859021452
assumed

Valorile obtinute sunt in concordanta cu literatura de specialitate citata in partea teoretica
care asociaza rinita alergica cu valori crescute ale IL-8. Un alt aspect demn de mentionat este
asocierea , conform datelor stiintifice, dintre expunerea pacientilor cu boli respiratorii la
poluarea urbana si cresterea nivelurilor serice ale 1L-8. Studiul de doctorat a fost realizat pe
pacienti cu domiciliul stabil in municipiul Bucuresti, una dintre cele mai poluate capitale
europene, ceea ce ar putea explica aceste valori marite. O observatie interesantd o reprezinta
decelarea unei corelatii intre valorile celor 2 markeri : IL-4 si IL-8 ( r = 0.350, p = 0.02).
Aceastd corelatic a fost remarcatd recent in literatura de specialitate IL-4 promovand
transcriptia genei IL-8 prin intermediul caii ERK1/2 in celulele endoteliale arteriale
pulmonare umane si equine [27]. Decelarea valorilor crescute ale MIP-1a (CCL3) reprezinta
0 descoperire importanta a tezei de doctorat, in masura in care aceastd chemokina nu este
asociata inflamatiei alergice ci avand un rol predominant chemoatractant pentru macofage,
monocite si neutrofile in statusul inflamator acut. MIP-1a (CCL3) este considerata in

literatura de specialitate ca jucand un rol important in dezvoltarea unui numar de boli
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inflamatorii si autoimune: poliartrita reumatoida, sindrom Sjogren, sarcoidoza. MIP-1a

(CCL3) este responsabila de initierea raspunsului inflamator prin activarea macrofagelor.

MIP-1a actioneaza deasemenea ca si un potent chemoatractant pentru anumite linii celulare T

. limfocite T CD8" activate ( citotoxice). Valoarea medie a concentratiilor MIP-1a. in cele 2

loturi a fost 15.03 ng/ml pentru pacienti si 8.34 ng/ml pentru martori ( vezi tabel 14).

Tabel 14 MIP-1a (CCL3)

NUME
PATIENT MARTOR
Mean Median Standard Mean Median Standard
Deviation Deviation
MIP*
) 15,031800745089 | 9,89598253314 ( 7,11605074025| 8,34040353368 | 9,89598253314  4,465016362124

Asocierea MIP-1a cu rinita alergica a fost semnificativa statistic , in conditiile in care au fost

utilizate doua tipuri de teste : t — student ( valori presupus neegale p = 0.01) si Mann- Whitney

(p =0.026).(vezi tabel 15 si 16).
Tabel 15 MIP-1a (CCL3) calcul statistic

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equality of
Variances ttestfor Equality of Means
95% Canfidence Interval ofthe
Mean St Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Differance Differance Lower Upper
MIP*2  Equalvariances f262 017 3,255 k1l 002 | 6691397211 | 2,056041132 | 2525462166 | 108573322
assumed
Equal variances not 3608 | 36,990 001 | 6691397211 | 1854458276 | 2933872485 | 1044892104
assumed
Tabel 16 MIP-1a (CCL3) calcul statistic
Test Statistics®
MIP*2
Mann-Whitney LI 103,000
Wilcoxon W 223,000
i -2,421
Asymp. Sig. (2-tailed) 015
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 02"
Monte Carlo Sig. (2-tailed) Sig. ,014°¢
99% Confidence Interval Lower Bound 011
Ulpper Bound 017
Monte Carlo Sig. (1-tailed) Sig. ooa®
99% Confidence Interval Lower Bound ons
Upper Bound o100

a. Grouping Yariahle: KNLUME
b. Mot carrected for ties.

c. Based on 10000 sampled tables with starting seed 484067124,
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MIP-1a a fost deasemnea corelata cu diagnosticul de rinita alergica ( r= 0.472, p=0.002),
durata bolii ( r= 0.346, p= 0.031), polisensibilizarea ( sensibilizare la cel putin 2 aeroalergene
concomitent)( r=0.325, p= 0.046) si hipertrofia mucoasei nazale ( r = 0.570, p= 0.000).

Au fost remarcate un numar de asocieri relevante statistic intre citokinele si chemokinele
evaluate 1n studiul de doctorat. Valorile IL-4 au fost corelate cu cele ale I1L-8 ( discutate
anterior), MIP -1 o ( r = 0.386, p = 0.039) si ENA- 78 ( r = 0.380, p = 0.001). Corelarea
valorilor MIP-1a cu cele ale IL-4 reprezinta 0 descoperire a studiului de doctorat. Studierea
literaturii de specialitate a evidentiat un studiu publicat in anul 2010 pe pacienti de sex
masculin in care limfocitele NKT au produs concomitent cantitati mari de MIP-1a si
moderate de IL-4[28]. O alta asociere interesanta intre markeri ai inflamatiei
eozinofilice/neutrofilice este cea intre ENA-78 si IL-4. Studierea literaturii de specialitate a
identificat un studiu in care IL-4 a inhibat partial inductia ENA-78 prin
intermediul Polyinosinic-polycytidylic acid (poly IC) , un ARN dublu-catenar sintetic [29].

Valorile MIP-1a s-au corelat cu TNSS ( scorul total al simptomelor nazale) : r = 0.495, p =
0.01 ( corelatie Pearson) si rho = 0.453, p = 0.04 ( corelatie Spearman).

Au fost evaluate si asocierile dintre markerii studiati si un subgrup de pacienti care
prezentau concomitent si conjunctivitd alergica. Doua chemokine studiate au fost asociate
semnificativ cu conjunctivita alergica : IL- 1B ( p = 0.018) si ENA-78 ( p = 0.034).
Stimularea IL-1B a condus la supraproductia de IL-33 care joaca anumite roluri in
fiziopatologia conjuctivitei alergice cronice prin intermediul activarii mastocitelor. IL-1p a
prezentat valori scazute in studii experimentale pe animale alergice comparativ cu cele de
control atunci cand au fost testate medicamente utilizate In conjunctivita alergica : macroporat
( murin) si carvedilol ( sobolan). Deasemenea, EBI-005, un inhibitor al IL-1p a prezentat o
activitate biologica semnificativd atunci cand a fost testatd la pacienti cu conjunctivitd
alergica. Studierea literaturii de specialitate nu a evidentiat asocieri intre ENA-78 si

conjunctivita alergica [30].

Evaluarea inflamatiei cailor aeriene superioare si inferioare a reprezentat o altd tema
importantd de cercetare in doctorat. Prezenta inflamatiei cronice a fost consideratd a fi
existenta hipertrofiei mucoasei nazale la nivelul cdilor aeriene superioare si hiperreactivitatea
bronsica la nivelul cailor aeriene inferioare. Evaluarea hipertrofiei de mucoasa nazala ( HMN)

a fost realizata de medicul specialist ORL prin examinare directa si endoscopie nazalda. HMN
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a fost identificata la 37 de pacienti. Evaluarea statistica a decelat o asociere semnificativa a
HMN cu rinita alergica ( p = 0.000). Hipertrofia de mucoasa nazala a fost asociatd
semnificativ cu valorile MIP-1a ( p = 0.000), eozinofilia atat in valoare absoluta ( p = 0.047)
cat si procentualda ( p = 0.000) si valorile Ig E seric total ( p = 0.000). HMN a fost corelata
deasemenea cu polisensibilizarea ( r = 0.525, p = 0.000) si intensitatea sensibilizarii alergice (
r = 0.431, p = 0.000). Rezultatele obtinute reconfirma corelarea descrisa in literatura de
specialitate intre simptomatologie ( tabloul clinic), valorile markerilor serici ai terenului
atopic ( hipereosinofilie, valori crescute ale IgE seric total) si elementele examenului obiectiv
( hipertrofia de mucoasa nasald). Corelatiile obtinute reconfirmd necesitatea examinarii

complete ( alergologie, orl, paraclinic) a pacientilor cu rinita alergica.

Evaluarea hiperreactivitatii bronsice a fost efectutd prin intermediul tehnicii numita
spirometrie cu test bronhodilatator. Pacientii si martorii au efectuat initial o spirometrie
simpla pentru evaluarea bazald a functiei pulmonare. Ulterior li s-a administrat , conform
ghidului GINA, 400 mcg de bronhodilatator — salbutamol. O a doua spirometrie a fost
efectuta la un interval de 20-30 minute. A fost calculata diferenta intre cele 2 valori VEMS —
post si pre-bonhodilatator. O diferentd semnificativa a fost considerata A VEMS > 200 ml
(12%).

Valoarea medie a diferentei VEMS a fost de 128.21 = 121.87 ml in grupul de pacienti si
26.84 + 18.76 ml in grupul martor. Procentual a existat o diferenta a VEMS de 4.57% in
grupul de pacienti si 2.71% in grupul martor. Evaluarea semnificatiei statistice a rezultatelor
obtinute a fost realizata cu ajutorul testelor statistice t-student si Mann-Whitney.

Tabel 17 VEMS calcul statistic

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equality of
Variances e st for Equality of Means
95% Canfidence Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. 1 il} Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

VEMS(%)  Equalvariances 4733 032 2151 103 034 1,857 863 145 3568
assumed

Equalvariances not 2,043 65,851 045 1,857 509 042 3,67
assumed

VEMS(ML)  Equalvariances 53772 oo 5083 103 000 101,367 19,844 61,813 140,821
assumed

Equalvariances nat 6670 | 71407 000 101,367 15,198 71,067 131 667
assumed

Tabel 18 VEMS calcul statistic
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Test Statistics™

VEMS (%) | VEMS(ML)

Mann-Whitney LI 811,500 623,000
Wilcoxon W 1652,500 | 1364,000
Zz -2,437 -4,356
Asymp. Sig. (2-tailed) 0148 Loon
Monte Carlo Sig. (2-tailed)  Sig. 057° .ongP
99% Confidence Interval  Lower Bound ,ooao Loon

pper Bound 15 043

Monte Carlo Sig. (1-tailed)  Sig. o1a® .oogP
99% Confidence Interval  Lower Bound 000 ,00o

Lpper Bound 053 043

a. Grouping Variahle: MIUME
b. Based on 105 sampled tables with starting seed 1502173562,

Pentru diferenta absolutd a existat o asociere semnificativa statistic in ambele teste ( p =
0.000). Pentru diferenta procentuala cele 2 teste statistice au furnizat valori diferite : p = 0.045
(t-student — asociere semnificativa) si p = 0.057 ( Mann —Whitney — nesemnificativ). VEMS

(%) s-a corelat pozitiv cu polisensibilizarea alergica ( r = 0.225, p = 0.022) si intensitatea

acesteia ( r = 0.203, p = 0.039).VEMS ( ml) s-a corelat cu debutul clinic al afectiunii ( r

0.448, p = 0.000) , cu polisensibilizarea ( r = 0.466, p = 0.000) si intensitatea acesteia ( r
0.423, p = 0.000). A fost remarcata corelatia pozitiva cu valorile crescte ale eozinofiliei
sanguine ( r=0.193, p = 0.049).

Un aspect important remarcat a fost corelarea inflamatiei cailor aeriene inferioare cu cea
a cailor aeriene superioare ( r = 0.303, p = 0.002), aceasta fiind In concordanta cu studiile de
specialitate din literatura internationald care prezinta arborele respirator precum un tot unitar,
cu diferente particulare legate de tipul de tesut de la nivelul fiecirui segment al acestora. In
concordanta cu datele de mai sus au fost remarcate corelatii intre prezenta inflamatiei la
nivelul cailor aeriene inferioare si elemente ale tabloului clinic al rinitei alergice: obstructie
nazala (r = 0.417, p = 0.000), rinoree apoasa ( r = 0.268, p = 0.006), stranut (r = 0.374, p =
0.000), prurit nazal (r=0.272, p = 0.005).

5. Concluzii

Studiul doctoral a fost efectuat intr-un ambulator de specialitate din municipiul Bucuresti pe
doua loturi de participanti proveniti din populatia generala a orasului si a localitatilor

inconjuratoare. Aceasta situatie conferd un anumit grad de particularitate studiului deoarece
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pacientii au fost selectati din pacientura obisnuita a unui centru medical pluridisciplinar, mai
probabil de a reflecta sensibilizarea alergica din zona respectiva. Obiectivul principal al
studiului I-a reprezentat evaluarea rolului citokinelor 1n rinita alergica si alte boli alergice
asociate ( astm, conjunctivitd). Au fost studiate citokine asociate liniilor celulare Thl, Th2,
Th17 si Treg. Obiectivele secundare au fost reprezentate de evaluarea asocierilor si
corelatiilor Intre citokinele studiate si diferite aspecte ale alergiilor respiratorii : inflamatia

aeriand, sensibilizarea , elemente ale tabloului clinic si epidemiologice.

Rinita alergica este consideratad o boalda Th2-mediata. Studiul nostru este In concordanta cu
datele din literatura de specialitate. Valorile medii ale 1L-4 au fost de 11.04 pg/ml la pacienti
comparativ cu 2.97 pg/ml la subiectii de control, cu o valoare p = 0.05 ( calculat prin testul t —
student). Valorile IgE total au fost semnificativ diferite intre cele doua loturi 277 Ul/ml
(media),116.34 Ul/ml ( mediana) in lotul de pacienti versus 42.82 Ul/ml (media), 14.99 Ul/ml
(mediana) 1n lotul martor, cu o valoare p = 0.001 ( t — student). IgE seric total a fost evaluat si
prin intermediul ROC analysis ( calcul ariei de sub curbd) obtinand valoarea 0.879. Rezultatul
obtinut este considerat din punct de vedere statistic bun pentru a separa pacientii cu fond
atopic de cei din lotul martor. IL-4 si IgE seric total sunt considerati in literatura de
specialitate ca markeri ai inflamatiei Th2-mediate. Aceste date confirma deasemena si
alegerea corectd a loturilor de studiu. Scorul mediu TNSS 1n lotul de pacienti cu rinita
alergicd a fost de 7.0 & 3.83, ceea ce a determinat caracterizarea lotului de pacienti cu RA ca
avand o forma moderata de boala.

Noutatea studiului a fost demonstrarea pentru prima data in Romania a implicarii a doua
chemokine ( CXCLS8 (IL-8) si CCL3 ( MIP-1a)) 1n rinita alergica. IL-8 a prezentat o valoare
medie de 35.01 pg/ml ( pacient) versus 15.24 pg/ml ( martor) cu o valoare p = 0.04 (t -
student). Aceste rezultate sunt deasemenea in concordanti cu literatura internationala. In plus
articole recente au legat cresterea IL-8 la pacientii cu rinita alergica de poluarea urbana (
studii efectuate n orase intens poluate din Asia de Sud-Est). Tinand cont de faptul ca
Bucurestiul este , conform datelor institutiilor responsabile de calitatea mediului, cea mai
poluata capitald din Uniunea Europeana, datele obtinute in studiul nostru ofera o imagine
asupra importantei factorilor externi nocivi asupra alergiilor respiratorii. Studii recente indica
ca poluarea atmosferica creste alergenicitatea polenurilor provenite de la plantele anemofile
conducand astfel la cresterea incidentei bolilor alergice respiratorii ( rinita, astm,

conjunctivita).
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Un alt aspect de noutate al tezei de doctorat il reprezintd obtinerea unor diferente
semnificative statistic pentru chemokina CCL3 ( MIP-1a) intre cele doud loturi. Valorile
medii ale MIP-1a au fost de 15.03 pg/ml in lotul de pacienti si 8.34 pg/ml in lotul martor cu
un p = 0.001 ( t- student). Decelarea acestor valori reprezintd o noutate in evaluarea si
caracterizarea rinitei alergice, pana in acest moment MIP-1a fiind cunoscuta ca avand roluri
in patogeneza astmului prin efecte asupra musculaturii netede din peretii cdilor aeriene si in
atragerea eosinofilelor in caile aeriene. Un alt aspect observat a fost corelarea acestei
chemokine cu inflamatia cailor aerine reprezentatd prin hipertrofia mucoasei nazale ( r =
0.570, p = 0.000) In mod direct si indirect corelarea cu durata bolii ( r= 0.346, p= 0.031).
Corelarea cu polisensibilizarea ( r= 0.325, p= 0.046) este un alt aspect de noutate , aceasta
descoperire necesitdind studii ulterioare pentru explicarea 1n detaliu a mecanismului
fiziopatologic. Valorile MIP-1a au fost deasemenea corelate cu gradul de afectare clinica
masurat cu ajutotul scorului TNSS ( r = 0.495, p = 0.001). Analiza ROC pentru CCL3 a
obtinut o valoare de 0.714 considerata optima din punct de vedere statistic pentru a diferentia
pacientii de cei din lotul martor.

Corelarea unor chemokine ( IL-8, ENA-78) si citokine ( IFN — y) asociate inflamatiei
neutrofilice cu rinita alergica ( afectiune predominant eozonofilica)( IL- 8 ( p = 0.022), ENA-
78 (p = 0.046), IFN-y ( p = 0.045)) reprezinta un alt element de noutate al tezei de doctorat.
Aceastd corelatie sugereazd implicarea liniei celulare limfocitare Thl 1n patogeneza rinitei
alergice. O alta corelatie interesantd a fost observatd intre citokine asociate inflamatiei
eozinofilice IL-4 si chemokine asociate inflamatiei neutrofilice : IL-8 ( r = 0.350, p = 0.02),
MIP-1a ( r = 0.386, p = 0.039) si ENA-78 (r = 0.512, p = 0.000). Asocierile decelate in
cadrul studiului indica un posibil rol al liniilor celulare Th1 si Th17 si inflamatiei neutrofilice
in patogeneza rinitei alergice.

Scorul TNSS a fost corelat cu anumite elemente studiate in cadrul doctoratului.
Hipereosinofilia atat in valoare absoluta ( r = 0.240, p = 0.022) cat si procentual (r= 0.367, p
=(.000) si valorile IgE seric total (r=0.283, p=0.003) s-au corelat cu gradul de severitate al
rinitei. O alta corelatie observata si preconizatd a fost intre durata bolii si scorul TNSS (r =
0.532, p = 0.000). Polisensibilizarea ( r = 0.772, p = 0.000) si intensitatea acesteia ( masurata
prin dimensiunea testului prick r = 0.689, p = 0.000) s-au corelat previzibil cu nivelul
simptomatologiei. O altd corelatie previbild a fost remarcatd cu markerul obiectiv al
inflamatiei cronice la nivelul mucoasei nazale, hipertrofia de mucoasa nazala ( r = 0.564, p =
0.000). Evaluarea pacientilor cu rinita alergica a fost realizatda si din punctul de vedere al

caracterului temporal al acesteia : sezonier (SAR)/peren ( PAR). In concordanti cu studiile de
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specialitate SAR a fost corelata cu polisensibilizarea. Principalele polenuri care au determinat
sensibilizarea la pacienti au fost gramineele ( inclusive cereale) si familia Asteraceae (
Ambrosia elatior, Artemisia vulgaris, Helianthus annuus). Rezultatele obtinute sunt corelate
cu studiile de aerobiologie publicateiin diverse tari europene. Gramineele reprezinta
principala sursa de alergii respiratorii sezoniere la nivel european. Ambrosia elatior, o
buruiand cu originea in America de nord si care a Inceput sa apard in Europa la inceputul
secolului XX a prezentat o extindere agresiva in ultimele decenii In anumite zone geografice
ale Romaniei ( Banat, Oltenia, Muntenia, Dobrogea) . Helianthus annuus ( floarea soarelui)
este o planta intens cultivata Tn sudul Romaniei ( sute de mii ha anual) si care face parte din
aceeasi familie ca si Ambrosia ( Asteraceae) cu care prezinta un anumit grad de reactivitate
incrucisatd. Studii ulterioare sunt necesare pentru a determina relevanta clinica a reactivitatii

incrucisate intre Ambrosia elatior si Helianthus annuus.

Un alt aspect remarcat in cadrul studiului a fost corelarea inflamatiei cailor aeriene
superioare cu cea a cailor inferioare. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu literatura de
specialitate care prezinta cdile aeriene ca fiind un tot unitar indiferent de localizare si de tipul
de tesut de la acel nivel, termen cunoscut ca United Airway Disease (UAD). Inflamatia de cai
aeriene inferioare s-a corelat semnificativ cu simptomatologia nazala din rinita alergica.

Lucrarea de fatd puncteaza complexitatea fiziopatologiei rinitei alergice. Clasic rinita
alergica este considerata o boald mediata de limfocitele Th2. Contributia personala a autorului
constd in punerea In evidentd a rolului unui numar de chemokine , anterior asociate cu
inflamatia neutrofilica, MIP-1a (CCL3) si IL-8 (CXCLS8) in patogeneza rinitei alergice.
Deasemenea acest studiu , datorita regiunii geografice din care au fost selectati pacientii, a
pus In evidentd rolul poluarii urbane ( prin cresterea valorilor IL-8) in patogeneza alergiilor
respiratorii. Studiul doctoral a relevat existenta unei categorii particulare de pacienti cu rinita
alergica : persoane cu domiciliu in mediu urban expuse zilnic la niveluri mari de poluare

urbana.
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