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REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

I. Stadiul actual al cunoasterii

1. Saliva — un remarcabil fluid de diagnostic

Saliva reprezinta un fluid de diagnostic foarte valoros atat pentru afectiunile orale, cat
si pentru cele sistemice. Abundenta sa in biomarkeri, recoltarea non-invaziva si necesitatea
unor probe mici necesare pentru analiza recomanda acest amalgam de substante organice si
anorganice ca mediu de diagnostic si monitorizare pentru multiple patologii. In plus,
existenta unor corelatii intre concentratiile din ser si cele salivare pentru numerosi
biomarkeri promoveaza utilizarea salivei ca un fluid de diagnostic alternativ remarcabil [1].

1.1. Secretia salivara

Saliva este un fluid biologic complex produs de 3 perechi de glande salivare majore si
de 800-1000 glande salivare minore. Glandele salivare majore sunt reprezentate de glandele
parotide, glandele submandibulare si glandele sublinguale, n timp ce glandele salivare mici
sau minore sunt diseminate la nivelul mucoasei orale, cu exceptia gingiilor, a 2/3 posterioare
ale limbii si a palatului dur [2, 3].

1.2. Compozitia salivei

Saliva este un amalgam de apa, substante organice §i anorganice, a carei compozitie
depinde de numerosi factori, printre care tipul glandei salivare care o produce, pH salivar,
flux salivar sau daca ne referim la saliva stimulata sau nestimulata [7].

Substantele organice din saliva sunt reprezentate de proteine, lipide, glucide, hormoni,
vitamine si substante azotate neproteice (uree, acid uric, creatininda, amoniac - substante ce
provin din catabolismul proteic). Proteinele salivare au o concentratie medie de 2.2 g/ L in
saliva totala, si includ atat proteine produse la nivelul glandelor salivare, cat si proteine
provenite din circulatia sanguina [8].

Principalele componente anorganice ale salivei sunt Na*, K*, HCOs", Ca®*, Mg? si
CI". Fluxul salivar si stimularea secretiei salivare reprezinta cei mai importanti factori de care
depinde compozitia anorganica a salivei.

1.3. Proprietatile salivei

Saliva totala este un fluid filant, opalescent, cu osmolaritate de 50-100 mOsm/L
(saliva primara este izotond, dar saliva finald este hipotond). Acest fluid are densitate de
1002-1012 g/cm® si vascozitate de 1.08-1.32 unititi. Opalescenta salivei se datoreazi

sedimentului salivar format din celule epiteliale descuamate, bacterii (Streptococcus,



Lactotobacillus, Acidophilus) si leucocite ajunse in santul gingivo-dentar din capilare prin
diapedeza [3, 6].

1.4. Functiile salivei

Saliva indeplineste multiple roluri, fiind implicata in masticatie, deglutitie, vorbire,

apararea cavitatii orale, gust si retentie dentara (Figura 1.3.).

| f dlagnostlc si

p— / | VH ‘. / , Fluid de \ o
| y

Protectie / H\ \
antibacteriani, Echilibrul \ | Excrefie |

antifungica gi hldroelech'ollhc
\ antivirali \ _

Figura 1.3. Rolurile salivei

1.5. Saliva — fluid de diagnostic

In ultimele decenii saliva a devenit una dintre temele majore de cercetare datorita
avantajelor pe care aceasta le poseda.

Colectarea probelor de saliva este una facila, non-invaziva, astfel incat asigura o
cooperare mult mai buna cu pacientii, mai ales daca ne referim la copii sau la varstnici,
pacienti mult mai reticenti la recoltarea de sange sau urina [34]. Existenta unor corelatii intre
concentratiile serice si cele din saliva a numerosi biomarkeri, necesitatea unor probe mici
pentru analiza, manipularea si depozitarea usoard a probelor reprezinta argumente
suplimentare pentru utilizarea salivei ca fluid de diagnostic alternativ pentru mediile clasice
[1, 34].

O gama larga de studii din literatura de specialitate s-a concentrat pe utilizarea salivei

pentru diagnosticul si monitorizarea a numeroase afectiuni orale si sistemice, printre care



carcinomul oral cu celule scuamoase, afectiuni autoimune (Sindromul Sjégren), sindromul

Cushing, afectiuni cardiovasculare, infectii virale si bacteriene.

2. Notiuni generale despre bolile autoimune

2.1. Lupusul eritematos sistemic

Una dintre cele mai complexe afectiuni autoimune este lupusul eritematos sistemic
(LES). Aceasta patologie inflamatorie acutd sau cronica este caracterizatd de polimorfism
clinic si are in centrul sau o supraproductie de anticorpi care conduce la acumularea de
complexe imune 1n tesuturi si producerea inflamatiei in multiple organe. Aceasta afectiune
autoimunad este mai frecvent intdlnitd la femei comparativ cu barbatii, boala debutand cel
mai adesea la varste cuprinse intre 16 si 55 de ani. De asemenea, s-a constat ca exista
diferente 1n ceea ce priveste incidenta si prevalenta bolii in functie de zonele geografice si
de rasd. Astfel, se observa o incidentd si o prevalentd mai mare la indivizii de culoare,
precum si la populatia latino-americand, precum si o prevalentd mai mare in SUA [41].
Romania are o incidentd a LES cuprinsa intre 1 si 10 cazuri la un milion de locuitori [42].

2.2. Poliartrita reumatoida

Poliartrita reumatoida (PR) sau artrita reumatoida - asa cum este frecvent intalnita in
literatura medicala britanica, este o afectiune autoimuna cronicd, manifestatd in principal
prin inflamarea articulatiilor sinoviale, la nivelul carora produce leziuni ireversibile, dar care
in acelasi timp produce si efecte sistemice extrem de diverse [43, 56]. In consecinta, pacientii
pot prezenta forme de boald usoare sau rapid progresive, astfel incat tratamentul trebuie

adaptat atat tabloului clinic, cat si anticorpilor specifici prezenti [43].

2.3. Sclerodermia

Sclerodermia sistemica (ScS) este o afectiune autoimuna care afecteaza tesuturile
conjunctive, microvascularizatia si produce fibroza interstitiald [57]. Din punct de vedere
fiziopatologic, aceastd boala determina disfunctia fibroblastelor si determina depunerea de
matrice extracelulard in exces, hipoxie celulard consecutiva alterdrii calitatii vasculare si
alterarea functionald a limfocitelor T si B, si deci si formarea de anticorpi [64].

2.4. Vasculitele

Vasculitele reprezintd un grup de afectiuni sistemice a caror principala manifestare

este inflamatia peretelui vascular [83]. Etiopatogenia acestor boli rare este inca necunoscuta,
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heterogenitatea tabloului clinic ingreundnd elucidarea mecanismelor patogenezei

vasculitelor [43].

I1. Contributia personala

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Motivatia alegerii temei prezentei cercetéri doctorale este reprezentatd de necesitatea
detectarii unor biomarkeri salivari cu potential, care sa ajute la diagnosticarea precoce si mai
facila a bolilor autoimune, in vederea instaurarii cat mai timpurii a terapiilor adecvate pentru
a evita complicatiile severe ale acestor afectiuni si a reduce riscul de morbiditate si
mortalitate.

Astfel, mi-am propus ca aceasta cercetare sa abordeze aspecte relevante in clinica si
sd reprezinte un punct de plecare in domeniul cercetarii salivare pentru afectiunile
autoimune, cu scopul final de a imbunatati protocoalele deja existente. Tema este extrem de
actuald, una dintre prioritatile de cercetare medicala fiind evaluarea potentialului salivei ca
fluid de diagnostic si monitorizare pentru afectiunile sistemice. In plus, importanta practica
a acestei abordari deriva din avantajele pe care saliva le ofera ca alternativa a fluidelor de
diagnostic consacrate.

In acest context, cercetarea din prezenta lucrare consta in realizarea a trei studii ce au
ca obiective:

1. Determinarea concentratiilor salivare ale 17-f estradiolului si testosteronului la
pacientii cu boli autoimune si analizarea lor comparativ cu cele ale subiectilor sandtosi.

2. Studierea concentratiilor salivare ale 17- estradiolului si testosteronului la pacientii
cu LES si compararea lor cu cele ale celorlalti pacienti cu boli autoimune.

3. Determinarea concentratiilor salivare si serice ale IL-6, leptinei, inhibitorul
activatorului de plasminogen-1 (PAI-1) si proteinei chemoatractante a proteinelor — 1 (MCP-
1) la pacientii cu boli autoimune si raportarea la cele ale subiectilor sanatosi.

4. Evaluarea corelatiilor dintre concentratiile serice si cele salivare ale parametrilor
mentionati mai sus.

5. Determinarea concentratiilor salivare ale metaloproteinazelor matriceale (MMP) -

1,2,7,9si 10 ca biomarkeri ai inflamatiei in bolile autoimune.
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6. Analizarea corelatiilor dintre concentratiile salivare ale biomarkerilor determinati si
o serie de parametri clinici si paraclinici, cu scopul de a raporta rezultatele studiilor in

contextul clinic al pacientilor.

4. Metodologie generala

4.1. Selectia pacientilor

Prezenta cercetare doctorala a inclus pacienti cu 4 boli autoimune (lupus eritematos
sistemic, poliartrita reumatoida, sclerodermie si vasculite) al cdror diagnostic a fost stabilit
de catre medicul specialist conform criteriilor de diagnostic specifice. Un accent deosebit in
studiile prezentate In continuare a fost pus asupra pacientilor cu lupus eritematos sistemic,
al caror diagnostic pozitiv a fost stabilit conform criteriilor SLICC (Systemic
Lupus Collaborating Clinics). Toti pacientii au fost internati in Spitalul Clinic Colentina.

Au reprezentat criterii de excludere din studiu:

e prezenta bolilor infectioase acute;

e existenta unei boli infectioase cronice;

e sarcina;

e perioada de 6 luni post-partum;

e cancere active;

e prezenta unei alte boli autoimune (cu exceptia sindromului Sjégren si
a sindromului antifosfolipidic).

Pentru fiecare subiect inclus in studiu am notat o serie de date clinice si biologice
precum varsta la momemtul includerii in studiu, sexul, varsta Tn momentul diagnosticarii,
precum si o gama larga de parametri biochimici.

Luand in considerere prevalenta mai mare a acestor afectiuni, majoritatea pacientilor
cu boli autoimune incluse in studiile acestei cercetdri doctorale au fost de sex feminin. De
asemenea, avand in vedere ca bolile autoimune asupra carora m-am axat sunt boli relativ
rare, mentionez ca loturile studiate nu sunt foarte mari. Cu toate acestea, complexitatea
acestor patologii, severitatea lor si implicatiilor lor asupra calitdtii vietii bolnavilor mi-au
suscitat interesul de a le adresa aceasta lucrare, Incercand sa identific parametri salivari cu
potential in vederea diagnosticarii si monitorizarii activitatii de boala.

Grupurile de control din fiecare studiu al prezentei cercetari au fost constituite din

subiecti clinic si biologic sanatosi, fard afectiuni autoimune si fara boli infectioase.
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Toti subiectii au participat voluntar la aceastd cercetare si au semnat consimtamantul
informat. Acestia au fost informati ca datele lor vor fi folosite In scopuri stiintifice si ca le
va fi pastrat anonimatul, iar cercetarea nu va avea niciun impact asupra managementului
diagnostic sau terapeutic al pacientilor. Acest studiu a fost aprobat de Comisia de Etica a

Cercetdrii a Spitalului Clinic Colentina, Bucuresti.

4.2. Recoltarea salivei

Tuturor participantilor la studiu le-au fost colectati 2-5 mL de saliva totald nestimulata.
Recoltarea probelor a fost realizata dimineata, in jurul orei 9, dupa clatirea cu o ora in
prealabil a cavitatii orale cu 5 mL de apa distilata. Ulterior pacientilor le-au fost solicitate
urmatoarele pana in momentul colectarii:

e si nu consume alimente sau lichide;

e sanu fumeze;

e sa evite efortul fizic;

e 53 nu comunice cu ceilalti;

e 53 stea in pozitie relaxata;

¢ sd nu inghitd iTn momentul recoltarii probelor.

Colectarea a fost realizatd in eprubete sterile, gradate care au fost tinute pe gheata si
apoi transportate in invelis izoterm si centrifugate timp de 10-15 minute la 4000-5000 de
rotatii pe minut (rpm), in functie de studiu. Probele au fost ulterior pastrate la o temperatura
de -70°C pana la -80°C pana in momentul analizarii.

Pentru unul dintre studiile realizate in cadrul acestei cercetari doctorale au fost
recoltate si probe de sange a cdror pregatire a fost realizata dupa un protocol prezentat in

capitolul respectiv.

4.3. Analiza statistica a rezultatelor

Analiza statistica pentru aceasta cercetare a fost realizatd cu ajutorul software-ului
SPSS. Caracteristicile analizate au fost exprimate ca mediand (quartila 1; 3), medie +deviatia
standard (DS) sau ca mediand (limita inferioard-limita superioard). Corelatiile cu
semnificatie statistica au fost obtinute folosind testele Mann-Whitney, Kendall, Pearson si

Spearman (am considerat semnificativa statistic o valoare a lui p < 0.05 determinata prin
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metoda two-sided). In plus, in analiza statistic a datelor am utilizat si modele de regresie

logistica prin metoda Enter.

5. Studiul 1. Cercetari privind rolul hormonilor estrogeni si al

testosteronului in bolile autoimune

5.1. Introducere

Lupusul eritematos sistemic (LES) este o afectiune autoimund cronica, afecteaza
multiple organe si sisteme si este caracterizat de manifestari clinice extrem de variate [93].
Desi etiologia acestei afectiuni relativ rare nu este inca pe deplin elucidata, exista un consens
in ceea ce priveste rolul pe care factorii genetici si cei de mediu 1l joaca in dezvoltarea si
progresia lupusului eritematos sistemic [94, 95]. Sistemul endocrin si in mod particular,
hormonii sexuali, au fost de asemenea catalogati ca factori implicati in patogeneza LES [94].

5.2. Ipoteza de lucru / obiective

Obiectivul principal al acestui studiu a fost determinarea concentratiilor
testosteronului si ale 17-f estradiolului in saliva pacientilor cu lupus eritematos sistemic,
poliartritd reumatoida, sclerodermie si vasculite, propunandu-mi compararea variatiilor din
saliva pacientilor cu LES nu doar cu nivele salivare ale acestor hormoni la subiectii sdnatosi,
dar si cu cele ale pacientilor cu alte afectiuni autoimune.

5.3. Material si metoda

In acest studiu am inclus 45 de pacienti cu LES (40 de femei si 5 barbati) care
indeplinesc criteriile de diagnostic ale LES conform Systemic Lupus Collaborating Clinics
(SLICC). Grupul de control a fost constituit din 10 subiecti fara afectiuni autoimune, sdnatosi
din punct de vedere clinic si biologic - 5 femei si 5 barbati. Un al doilea grup de control a
fost reprezentat de 15 pacienti cu alte boli autoimune: 5 pacienti cu poliartrita reumatoida, 5
pacienti cu sclerodermie si 5 pacienti cu vasculita. Toti participantii inclusi 1n acest al doilea
lot de control au fost de sex feminin. Pentru fiecare subiect inclus in aceasta cercetare au fost
notate date clinice precum sexul varsta, durata bolii, precum si informatii legate de
tratamentele urmate in cursul desfasurarii studiului si numerosi parametri determinati in ser,
printre care: VSH, fibrinogen, complement C3, complement C4, leucocite, neutrofile,
eozinofile, monocite, limfocite, hemoglobina, hematocrit, indici eritrocitari, INR, APTT,

creatinind, uree, acid uric, albumine, colesterol total, HDL, LDL, anticorpi ANA, anti-ADN,
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anti-Ro, anti-La, anti-Sm. De asemenea, au fost notati cativa parametri determinati din urina:
proteinuria din examenul sumar si total de urina, hematuria, leucocituria.

In plus, au fost inregistrate scorurile de activitate a bolii SLEDAI si ECLAM, pulsul
arterial, valoarea tensiunii arteriale si asocierea cu sindromul Raynaud, precum si
manifestarile clinice cutanate, articulare, renale si neurologice.

Concentratiile salivare ale 17-B estradiolului si testosteronului au fost determinate
utilizdnd tehnica ELISA.

5.4. Rezultate

Concentratiile salivare ale 17- estradiolului (E2) la pacientele cu LES au fost gasite
a fi semnificativ crescute doar comparativ cu femeile cu vasculita incluse in studiu. De fapt,
concentratiile E2 au fost crescute la pacientele cu LES comparativ cu toate celelalte grupuri
exceptand grupul de control de sex feminin, dar nu am gasit nicio semnificatie statistica in

aceste cazuri.

Concentratia salivara a 17-§ estradiolului, pg/ mL

10
9
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7
6
5
4
3
2
1
0
Toti LES sex LESsex Control sex Control sex Vasculite
subiectii feminin masculin feminin masculin

Am observat de asemenea si concentratii semnificativ crescute ale E2 in saliva
pacientelor cu un scor ECLAM mai mare in momentul includerii in studiu. In plus, utilizand
un model de regresie logistica (realizat prin metoda Enter), ajustat pentru caracteristicile
pacientilor, am gasit nivelul salivar al 17-f estradiolului ca fiind un predictor independent al
nefritei lupice. In cadrul acestui studiu am gisit si corelatii pozitive intre concentratiile
salivare ale E2 si alti parametri clinici si paraclinici, printre care varsta la includere, durata

tratamentului corticosteroid, presiunea pulsului si tensiunea arteriala sistolica.
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Concentratiile salivare ale testosteronului (T2) au fost semnificativ scazute la
pacientele cu LES comparativ atat cu grupul de control de sex feminin, cat si cu grupul de
control de sex masculin.

Pe de alta parte, rezultatele acestui studiu au ardtat ca nivelele salivare ale T2 si E2 se
coreleaza atat atunci cand am analizat concentratiile hormonale pentru toti subiectii, cét si
in cazul in care am luat in considerare doar pacientele cu LES.

5.5. Discutii

Rezultatele acestui studiu nu au aratat o crestere semnificativa din punct de vedere
statistic a concentratiilor salivare a 17-f estradiolului la femeile cu LES versus participantele
de sex feminin din lotul de control. Rezultate asemanatoare au fost relatate si de studii
anterioare realizate pe ser [123, 124]. O meta-analiza realizata pe 8 studii care au luat in
considerare doar paciente de sex feminin cu LES a ardtat ca doar doua din respectivele
cercetari au prezentat concentratii serice semnificativ crescute pentru 17- estradiol, in timp
ce restul studiilor nu au gasit diferente semnificative intre pacientele cu LES si grupurile de
control [123].

Cercetari realizate anterior prezentului studiu demonstreaza cd nivelele salivare ale
testosteronului reflectd cu acuratete concentratiile testosteronului liber circulant din ser
[116]. Concentratiile semnificativ scazute ale T2 in saliva pacientelor cu lupus eritematos
sistemic comparativ atat cu femeile, cat si cu barbatii inclusi in lotul de control sunt in
concordantd cu rezultate raportate anterior in studii realizate atat pe ser [123], cét si pe saliva
[116].

5.6. Concluzii

in concluzie, desi au am gasit nivele ale 17-B estradiolului semnificativ crescute in
saliva pacientilor cu lupus eritematos sistemic, corelatiile pozitive intre concentratiile
salivare ale acestui hormon si varsta la includerea in studiu, durata tratamentului cu
corticosteroizi, tensiunea arteriala sistolica si afectarea functiei renale, precum si corelatia
pozitiva dintre nivelele crescute ale E2 si scorul ECLAM promoveaza utilizarea nivelului
salivar a acestui hormon pentru monitorizarea activitatii LES.

in plus, rezultatele acestui studiu arata ca nivelul salivar al testosteronului a fost
semnificativ mai mic la pacientele cu LES versus subiectii sanatosi si de asemenea, ca exista
o0 corelatie pozitiva intre concentratiile salivare ale E2 si T2, reflectand astfel potentialul

salivei ca fluid de monitorizare al activitatii hormonale in LES.
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6. Studiul 2. Biomarkeri ai inflamatiei si lupusul eritematos sistemic

6.1. Introducere

Etiologia lupusului eritematos sistemic ramane incd incertd, nsd heterogenitatea
clinica a acestei patologii ar putea fi explicatd de anormalitatile imunologice complexe care
ii stau la baza. Supraproductia de anticorpi, nivelele crescute de citokine si perturbarea
tolerantei fatd de mecanismele proprii si cele apoptotice reprezintd procese cheie in
dezvoltarea si progresia LES [128-130].

6.2. Ipoteza de lucru/obiective

Principalul obiectiv al prezentului studiu a fost explorarea potentialului de diagnostic
al unor biomarkeri salivari cu relevantd pentru inflamatia asociatd lupusului eritematos
sistemic. In acest scop, am determinat concentratiile salivare, dar si cele serice pentru
interleukina-6 (IL-6), leptina, proteina chemoatractanta a monocitelor (MCP-1) si inhibitorul
activatorului de plasminogen 1 (PAI-1). Scopul acestor cercetari il reprezinta dezvoltarea
unor noi metode si paneluri de biomarkeri meniti sa ajute la diagnosticarea si monitorizarea
non-invaziva a pacientilor cu lupus eritematos sistemic.

6.3. Material si metoda

Prezenta cercetare a inclus un total de 29 de participanti impartiti in 2 grupuri. Primul
grup a fost reprezentat de 24 de subiecti (toti de sex feminin) diagnosticati cu lupus
eritematos sistemic conform criteriilor de diagnostic al Systemic Lupus Collaborating
Clinics (SLICC) din 2012 [54]. Principalul motiv pentru care am selectat doar femei cu LES
pentru acest studiu a fost prevalenta mai mare a bolii la persoanele de sex feminin comparativ
cu cele de sex masculin (raport 9:1) [99]. Cel de-al doilea grup a constituit grupul de control
format din 5 subiecti clinic si biologic sdndtosi. Au fost notate datele biologice, clinice si
paraclinice importante, printre care varsta, sexul, greutatea, varsta la care s-a instalat boala
(precum si ceilalti parametri mentionati in Capitolul 5.3.).

Am recoltat probe de sange si saliva tuturor subiectilor inclusi in studiu. Probele de
sange au fost centrifugate timp de 15 minute la 4000 rpm, iar saliva a fost prelucratd conform
protocolului mentionat in Capitolul 4. Probele au fost pastrate la -70°C pana in momentul
analizarii.

Concentratiile serice si salivare ale IL-6, leptinei, PAI-1 si MCP-1 au fost determinate

utilizand 2 senzori stocastici.
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6.4. Rezultate

Rezultatele obtinute au relevat o corelatie pozitiva intre nivelele serice si cele salivare

ale IL-6.
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Figura 6.6. Cinetica IL-6 serice si salivare la pacientii cu lupus eritematos sistemic

Rezultatele prezentului studiu au reliefat nivele salivare mai mici la pacientii cu lupus
eritematos comparativ cu grupul de control doar pentru PAI-1 si leptina, desi fara relevanta
statistica. De asemenea, in cazul pacientilor cu LES am observat concentratii serice
semnificativ crescute pentru IL-6 si leptind. In plus, nivelele salivare ale IL-6 au fost mai
mari la subiectii cu LES decat la cei din grupul de control, datele fiind aproape de relevanta

statistica.
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6.5 Discutii

La pacientii cu lupus eritematos Sistemic concentratiile acestei interleukine
pleiotropice (IL-6) sunt de obicei mai mari comparativ cu subiectii sdnatosi. Aceasta
observatie se referd nu doar la nivelele serice, ci si la cele din urind, lichidul cefalorahidian
sau fluidul bronhoalveolar [135-137]. In urma analizarii cercetirii existente la momentul
actual, nu am gasit niciun studiu care sa raporteze nivelele salivare ale IL-6 si corelarea
acestora cu concentratiile serice ale pacientilor cu LES. Rezultatele prezentei cercetari
doctorale au ardtat ca toti pacientii cu LES prezinta concentratii crescute ale IL-6 atat in ser,
cat si in saliva versus subiectii din grupul de control, desi relevanta statistica au avut doar
rezultatele obtinute din ser. Pe de altd parte, am gasit o corelatie pozitiva statistic
semnificativa intre nivelele din saliva si cele din ser.

6.6. Concluzii

In concluzie, rezultatele prezentei cercetiri reliefeazi concentratii mai mari statistic
semnificative ale 1L-6 si leptinei in serul pacientilor cu LES, precum si existenta unei
corelatii pozitive intre nivelul salivar si cel din ser al interleukinei-6. Astfel, nivelul salivar
al IL-6 poate constitui o alternativa viabila pentru diagnosticarea si monitorizarea inflamatiei
asociate lupusului eritematos sistemic. Este fundamentald continuarea acestei linii de
cercetare prin extinderea loturilor de pacienti si subiecti de control, pentru a putea valida

potentialul nivelul salivar al IL-6 ca biomarker al inflamatiei in LES in clinica.

7. Studiul 3. Metaloproteinazele matriceale si inflamatia din bolile

autoimune

7.1. Introducere

In ultimele decenii saliva a devenit o prioritate in domeniul cercetdrii medicale in
vederea descoperirii unor alternative la metodele de diagnostic conventionale. Saliva totald
reprezintd un amestec complex de secretie salivara produsa de glandele salivare mari
(parotide, submandibulare si sublinguale) si cele mici cu fluidul crevicular gingival (FCG),
celule epiteliale orale descuamate, bacterii si detritus alimentar [188, 189, 190].

Metaloproteinazele matriceale (MMP) reprezinta un grup de proteaze produse de
numeroase tipuri de celule, fiind implicate In remodelarea, degradarea si remodelarea
matricii extracelulare, dar care in contexul unei afectiuni cu componenta inflamatorie pot fi

secretate si de celule cu rol pro-inflamator conducand la infiltratie leucocitara [201].
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7.2. Ipoteze/obiective de lucru

Scopul acestui studiu l-a reprezentat evaluarea potentialului salivei ca fluid de
diagnostic si monitorizare in bolile autoimune, prin determinarea nivelelor salivare ale unui
grup de metaloproteinaze matriceale la pacienti cu lupus eritematos sistemic, poliartrita
reumatoida, sclerodermie si vasculite si compararea lor cu cele ale subiectilor sanatosi,
precum si analizarea acestor nivele in contextul clinic al pacientilor participanti la prezenta
cercetare.

7.3. Material si metoda

Toate concentratiile salivare ale MMP au fost determinate utilizand tehnologia
Miliplex Luminex. Kitul utilizat a fost MILLIPLEX® MAP Human MMP Magnetic Bead
Panel 2 (MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10) al firmei Merck. Conform acestei
tehnologii, abilitatea addugdrii de bead-uri multiple conjugate in fiecare probd confera
posibilitatea de a obtine mai multe rezultate din fiecare proba analizata. Astfel, tehnologia
XMAP® permite reducerea timpului de lucru, a muncii si a costurilor comparativ cu
metodele conventionale printr-o determinare multiplex.

7.4. Rezultate

Rezultatele noastre reflecta concentratii salivare crescute ale MMP-1 doar la pacientii
cu LES, in timp ce MMP-2 a prezentat nivele salivare crescute la pacientii cu LES si la cei
cu vasculite versus control, desi fard semnificatie statistici. In mod interesant, la pacientii
cu PR am determinat concentratii salivare semnificativ scazute ale MMP-2 comparativ cu
grupul de control respectiv. Rezultatele acestei cercetari doctorale au aratat concentratii
salivare ale MMP-9 scazute la pacientii cu LES comparativ cu grupul de control, dar fard
semnificatie statistica. Desi fara semnificatie statistica, concentratiile salivare ale MMP-7 la
pacientii cu LES au fost mai mari comparativ cu cele ale grupului de control respectiv. Mai
mult, atunci cdnd am luat in calcul doar pacientii cu LES, am gasit corelatii pozitive cu
semnificatie statistica ale concentratiilor salivare ale MMP-7 cu numarul de neutrofile.

7.5. Discutii

Inflamatia este in fapt un raspuns normal al organismului prin care acesta apara tesutul
gazda de infectii (non-self) si il vindeca dupa lezare. Este fundamental ca aceasta reactie sa
inceteze odata ce agresiunea a fost indepartata, astfel incat sa nu fie perturbat echilibrul
dintre mecanismele pro-inflamatorii si cele anti-inflamatorii. Mastocitele si macrofagele
sunt printre primele celule care intervin in procesele inflamatorii, eliberand factori pro-
inflamatori care determina infiltratie leucocitara, activarea cascadei coagularii si distrugerea

matricei extracelulare [210].
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in bolile autoimune, celule sinoviale, neutrofilele, fibroblastele si macrofagele sunt
supuse actiunii citokinelor pro-inflamatorii, printre care IL-1,6 si TNF-o si produc
metaloproteinaze (MMP) in exces [228].

O serie de MMP regleaza direct sau indirect activitatea chemokinelor, intervenind
astfel In procesele inflamatorii si cele imune. Clivarea directd a chemokinelor de catre
metaloproteinazele matriceale produce inactivarea sau amplificarea activitatii lor, in timp ce
alte chemokine sunt influentate prin clivarea substraturilor care sunt responsabile de
legarea, retinerea si concentrarea moleculelor chemotactice in regiuni cheie. Toate aceste
efecte au in final drept consecintd influxul de celule imune efectoare (neutrofile, monocite
si eozinofile), reflectand astfel rolul activ pe care MMP-uri il joaca in inflamatie [231].

In plus, am observat existenta unor corelatii pozitive intre nivelele salivare ale MMP-
1 la pacientii cu boli autoimune si tratamentele urmate de acestia. Astfel, concentratiile
MMP-1 din salivd s-au corelat pozitiv statistic semnificativ cu doza zilnicd de
hidroxiclorochina si cu numarul de ani de tratament cu ciclofosfamida. Hidroxiclorochina
(denumire comerciala Plaquenil) este un medicament antimalaric prescris pacientilor cu boli
autoimune, mai ales pacientilor cu LES, deoarece s-a dovedit initial util impotriva leziunilor
cutanate specifice LES [234]. Astazi tratamentul cu hidroxiclorochina este indicat tuturor
pacientilor cu LES care nu au prezentat reactii adverse sau alergice la administrarea sa. Prin
mecanisme incd incomplet cunoscute, hidroxiclorochina s-a dovedit utila in reducerea si
mentinerea remisiunii in lupus, efecte la care se adauga rolul sdu antiplachetar, benefic la
pacientii care asociazd sindrom antifosfolipidic. De altfel, in special comparativ cu
tratamentele corticosteroidiene sau imunosupresive folosite in LES, profilul de siguranta al
hidroxiclorochinei este bun. Principalele reactii adverse sunt reprezentate de afectarea
oculara, care poate conduce, in cazuri incomplet monitorizate conform recomandarilor
actuale chiar la pierderea ireversibila a vederii. Alte efecte secundare ce pot fi asociate
administrarii acestui medicament sunt efecte neuromusculare (insomnie, miotoxicitate),
gastrointestinale, cardiovasculare si chiar cutanate [234, 235].

Corelatia pozitiva statistic semnificativa dintre nivele salivare ale MMP-10 si VSH,
respectiv si PCR, principalii reactanti de faza acuta, reflectd potentialul concentratiei salivare
a MMP-10 ca marker al inflamatiei 1n bolile autoimune. Mai mult, atunci cand am luat in
calcul doar pacientii cu LES, nivelele salivare ale MMP-10 s-au corelat pozitiv statistic

semnificativ cu numarul de neutrofile, sustinand aceasta ipoteza.
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7.6. Concluzii

in concluzie, rezultatele prezentului studiu aratd pentru prima dati ci metaloproteinaze
importante pentru evaluarea procesului inflamator caracteristic bolilor autoimune prezinta
nivele salivare crescute in saliva pacientilor cu afectiuni autoimune. Astfel, determinarea
concentratiilor salivare ale MMP-1, -2, -7, -9 si -10 promoveaza utilizarea salivei ca o
alternativa viabild pentru stabilirea activitatii acestor enzime in LES, PR, sclerodermie si
vasculita. In plus, corelatiile gisite intre nivele salivare ale acestor MMP si o serie de
parametri clinici si paraclinici identifica saliva ca un fluid cu potential pentru monitorizarea

activitatii bolii, precum si pentru efectele terapiilor administrate.

8. Elementele inovative si de originalitate ale tezei de doctorat

Caracterul inovativ si original al prezentei lucrari de doctorat este conferit de
perspectiva noud a utilizarii salivei ca fluid alternativ de diagnostic a bolilor autoimune,
studiile realizate 1n cadrul acestei cercetari oferind o noud abordare a relatiei dintre procesul
inflamator si aceste afectiuni complexe caracterizate de etiologie plurifactoriala si
heterogenitate clinica.

Dupa cunostintele noastre, aceastd cercetare evalueaza pentru prima data conexiunea
dintre inflamatie, bolile autoimune si diagnosticul salivar printr-o serie de biomarkeri
relevanti pentru patogeneza acestor afectiuni. Desi saliva reprezinta una dintre temele majore
de cercetare actuald, utilizarea sa In contextul acestor patologii este incad insuficient
explorata.

Prin determinarea nivelelor salivare ale hormonilor sexuali la pacientii cu LES, PR,
sclerodermie si vasculite, primul studiu al prezentei lucrari de doctorat evalueaza pentru
prima data modificarile hormonale aparute la pacientii cu boli autoimune diferite si
sugereaza potentialul o posibila corelatie intre activitatea 17-f estradiolului si dezvoltarea si
progresia LES.

Studiul concentratiilor salivare ale biomarkerilor inflamatiei reflectd pentru prima
data, dupa cunostintele noastre, potentialul utilizarii nivelului salivar al IL-6 ca marker al
inflamatiei din LES.

Rezultatele obtinute prin analizarea concentratiilor salivare ale MMP la pacientii cu
boli autoimune contribuie la dezvoltarea notiunilor despre procesul inflamator din cadrul

acestor patologii. In plus, corelatiile obtinute intre nivelele salivare ale metaloproteinazelor
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analizate si numerosi parametri clinici si paraclinici subliniaza efectele inflamatiei si rolul
sdu central in aparitia bolilor autoimune. Mai mult, aceasta cercetare doctorald evidentiaza
pentru prima datd, conform cunostintelor noastre, legatura dintre terapiile utilizate la
pacientii cu boli autoimune si nivelele MMP prin intermediul salivei.

In concluzie, prezenta lucrare doctorald ofera un nou orizont de cercetare a bolilor
autoimune, demonstrand abilitatea salivei de a constitui o alternativd viabila pentru
diagnosticarea si monitorizarea inflamatiei asociate acestor afectiuni care afecteaza milioane
de oameni la nivel mondial si care au un impact extraordinar asupra calitatii vietii pacientilor.
Astfel, datoritd avantajelor pe care le poseda, saliva ar putea reprezenta fluidul ideal de

diagnostic si monitorizare a bolilor autoimune.

9. Concluzii generale

e  Analizand comparativ activitatea hormonala la paciente cu boli autoimune,
am constatat ca pacientele cu LES au prezentat concentratiile salivare crescute ale 17-8
estradiolului comparativ cu cele cu alte boli autoimune, desi semnificatie statistica au
prezentat doar rezultatele versus pacientele cu vasculite.

e  Pe de altd parte, ludnd In considerare varsta participantilor inclusi in studiul
monitorizdrii activitdtii hormonale, am determinat concentratii salivare ale 17-f
estradiolului mai mici la femeile cu LES si varsta mai mare de 40 de ani comparativ cu
grupul de control respectiv, format din paciente clinic si biologic sanatoase.

o In plus, rezultatele prezentei cercetari doctorale au identificat nivelul salivar
al 17-p estradiolului ca fiind un predictor independent al nefritei lupice, una dintre cele
mai importante complicatii sistemice ale lupusului eritematos sistemic.

e  Mai mult, concentratiile salivare ale 17-f estradiolului s-au corelat pozitiv cu
o serie de parametri clinici si paraclinici, printre care varsta la includere, durata
tratamentului corticosteroid, presiunea pulsului si tensiunea arteriala sistolica.

e  Inacelasi timp, rezultatele acestei cercetiri au relevat concentratii salivare ale
testosteronului semnificativ scazute la pacientele cu LES comparativ atat cu grupul de
control de sex feminin, cat si cu grupul de control de sex masculin, reflectand rolul
protector pe care il are acest hormon androgen fata de dezvoltarea si progresia LES.

e  Prezenta cercetare doctorala a evidentiat existenta unei corelatii pozitive intre

concentratiile salivare ale 17- estradiolului si cele ale testosteronului, atat atunci cand
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am analizat concentratiile hormonilor pentru toti subiectii, cat si in cazul In care am luat
in considerare doar pacientele cu LES.

e De asemenea, rezultatele obtinute au evidentiat concentratii salivare mai mari
pentru 17-f estradiol la pacientii cu un scor ECLAM mai mare in momentul includerii
in studiu, aceste rezultate sugerand o posibild corelatie intre activitatea acestui hormon
estrogen si dezvoltarea si progresia LES.

e  Studiul realizat in aceastd lucrare doctorala cu scopul monitorizarii activitatii
hormonilor sexuali la pacientii cu boli autoimune s-a concentrat in mod deosebit asupra
pacientilor cu LES de sex feminin plecand de la datele deja existente in literatura de
specialitate care sugereaza implicarea acestor hormoni in patogeneza bolii, ei putand
reprezenta cheia prevalentei diferite a bolii intre sexe.

e  Pacientii cu LES au prezentat concentratii serice semnificativ crescute pentru
IL-6 si leptina, n timp ce alti doi biomarkeri ai inflamatiei analizati (MCP-1) si PAI-1
au fost gasiti In concentratii mai mari comparativ cu lotul de control, insa fara
semnificatie statistica.

e  Pede alta parte, nivelele salivare ale IL-6 au fost mai mari la subiectii cu LES
decat la cei din grupul de control, datele fiind aproape de relevanta statistica.

o In plus, rezultatele prezentei cercetiri au relevat o corelatie pozitiva intre
nivelele serice si cele salivare ale IL-6.

e Analizdnd concentratiile salivare ale MMP, biomarkeri deja cunoscuti ai
inflamatiei, rezultatele noastre reflecta concentratii salivare ale MMP-1 crescute doar la
pacientii cu LES, in timp ce nivelele salivare ale acestei metaloproteinaze la pacientii cu
poliartritd reumatoida, sclerodermie si vasculite au fost scazute comparativ cu cele ale
grupurilor de control respective, desi fara semnificatie statistica pentru aceste date.

e Pe de altd parte, datele obtinute au reliefat o serie de corelatii intre
concentratiile salivare ale MMP-1 si numerosi parametri clinici si paraclinici, printre
care VSH, numarul de ani de tratament cu ciclofosfamida, doza =zilnica de
hidroxiclorochina, concentratia de hemoglobina, hematocritul, tratamentul cu
corticosteroizi din momentul includerii in studiu si concentratia serica a trigliceridelor.

e  Concentratiile salivare ale MMP-2 la pacientii cu sclerodermie au fost
crescute statistic semnificativ fata de cele ale subiectilor ce au constituit lotul de control
respectiv, in timp ce pacientii cu LES si la cei cu vasculite au prezentat nivele salivare

crescute ale acestei metaloproteinaze, dar fard semnificatie statistica.
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e Pacientii cu poliartritd reumatoidd au prezentat concentratii salivare
semnificativ scazute ale MMP-2 comparativ cu grupul de control respectiv.

e In plus, nivele salivare ale MMP-2 au prezentat corelatii pozitive statistic
semnificative cu gradul de afectare hematologicd i1n momentul diagnosticarii, dar si in
momentul includerii in studiu, cu numarul de ani de tratament cu ciclofosfamida si cu
concentratiile serice ale LDH si ale GGT.

e  Rezultatele prezentei cercetari releva nivele salivare ale MMP-9 semnificativ
crescute la pacientii cu sclerodermie si vasculite versus grupurile de control respective,
precum si o corelatie pozitiva intre 0 corelatie pozitiva a acestora cu anticorpii anti-Sm.,

e Nivelele salivare ale MMP-10 la pacientii cu sclerodermie au fost
semnificativ crescute comparativ cu grupului de control.

e De asemenea, corelatia pozitiva statistic semnificativa dintre nivele salivare
ale MMP-10 si VSH, respectiv si PCR, principalii reactanti de faza acuta, reflecta
potentialul concentratiei salivare a MMP-10 ca marker al inflamatiei in bolile autoimune.

e  Coroborate, aceste rezultate sugereaza potentialul salivei ca fluid de
diagnostic si monitorizare a bolilor autoimune si a proceselor inflamatorii ce se afla la
baza fiziopatologiei lor. Aceste rezultate reprezinta insd punctul de plecare al unei noi
abordari a diagnosticului acestor patologii complexe si ar fi necesara o viitoare cercetare
post-doctorala realizata pe loturi extinse, in incercarea de a gasi noi instrumente utile in
simplificarea protocoalelor de diagnostic deja existente, saliva avand si avantajul major

al non-invazivitatii.
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