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Problema fundamentala

Federatia Internationala de Diabet estimeaza cd aproximativ 425 milioane de oameni
sufera de diabet zaharat la nivel mondial [1], putdnd fi consideratd epidemia metabolica
globald a secolului XXI [2]. Dintre complicatiile cronice ale diabetului zaharat, neuropatia
diabetica este cea mai frecventa [3, 4], putand afecta pana la 50-90% dintre pacientii cu diabet
zaharat, valorile diferite ale prevalentei datorandu-se metodelor diferite de stabilire a afectarii
fibrelor nervoase [5]. Morbiditatea asociata neuropatiei diabetice este mare, acesti pacienti
avand pe langa simptomatologia neuropata [6] si un risc crescut de aparitie a ulcerelor
plantare si a osteoatropatiei Charcot in cazul neuropatiei periferice [7]. In plus, are cea mai
mare contributie la necesitatea amputatiilor de membru inferior [8] si este un factor predictor
important atdt a mortalitati de orice cauza, cat si a mortalitatii asociate diabetului la acesti
pacienti [9]. Costurile anuale asociate neuropatiei diabetice si a complicatiilor sale in SUA
diabetici [10]. De neglijat nu sunt nici costurile la nivel de individ in termeni de sdnatate
fizica, psihica si calitatea vietii, precum si la nivel de societate prin scaderea productivitatii
din cauza dizabilitatii [11]. Situatia devine si mai ingrijoratoare avand in vedere predictia
pentru anul 2050 conform céreia 1/3 din populatie va dezvolta diabet zaharat, iar ’2 dintre
acestia vor avea si neuropatie [12].

Cu toate acestea, diagnosticarea neuropatei diabetice Tn stadii incipiente, pentru a
preveni aparitia complicatiilor acesteia, reprezintd in continuare o adevaratd provocare, in
ciuda diversitatii si complexitatii metodelor existente. Desi evaluarea electrofiziologica
(studiul conducerii nervoase) este consideratd ca fiind cea mai sensibila, reproductibila si
obiectiva metoda de caracterizare si cuantificare a neuropatiei diabetice [13], ea evalueaza
doar fibrele mielinizate cu diametru mare, care reprezinta aproximativ 10% dintre nervii
periferici [14]. Fibrele nervoase cu diametru mic (subtiri), reprezentate de fibrele mielinizate
A-delta si nemielinizate de tip C constitutie majoritatea fibrelor nervoase periferice si sunt
considerate a fi primele care sufera modificari in neuropatia diabetica periferica [15]. Acestea
au semnificatie fiziopatologica directd in generarea semnalelor nociceptive, determinand atat
durerea neuropata [16], cat si alterarea raspunsului vasodilatator indus de presiune [17],

predispunand la aparitia ulcerului piciorului diabetic. Reducerea densitatii fibrelor nervoase
1



intraepidermice a fost evidentiata atat la pacienti cu diabet zaharat de tip 1 si 2 [18-20], cat si
la subiecti cu toleranta alteratd la glucoza, care s-a imbunatatit dupa schimbarea stilului de
viata [21]. Tn plus, s-a observat si reducerea expresiei neuropeptidelor substanta P (SP) si
peptidul asociat genei calcitoninei (CGRP), predominant la nivelul fibrelor nervoase
senzoriale cu diametru mic, precum si a peptidului vasoactiv intestinal (VIP) si a
neuropeptidului Y (NPY), predominant la nivelul fibrelor nervoase autonome [22, 23] . La
pacientii diabetici au fost evidentiate de asemenea mai putine fibre nervoase pozitive pentru
TRPV1 la nivelul tegumentului, dar si o reducere a expresiei TRPV1 in fibrele nervoase
restante. TRPV1 este un canal cationic neselectiv care integreaza variati stimuli nocivi, fiind
implicat in transmiterea si modularea durerii, printre agonistii Sai numarandu-se si capsaicina,
extractul picant din ardeiul iute [24]. Este exprimat predominant la nivelul fibrelor nervoase
senzoriale subtiri [24], iar reducerea imunoreactivitatii pentru TRPV1 la diabetici pare sa
preceada reducerea densitatii acestor fibre nervoase [25]. Cu toate ca evaluarea histologica a
inervatiei cutanate prin caracterizarea morfologiei fibrelor nervoase, precum si a densitatii lor
are un rol important in identificarea neuropatiei periferice diabetice Tn stadii incipiente,
aceasta nu ofera informatii referitoare la functionalitatea fibrelor nervoase [26] si este o
procedura invaziva, care necesita pentru examinare un anatomopatolog cu experienta [27]. O
abordare dinamica, care ofera informatii privind functionalitatea fibrelor nervoase subtiri
nociceptoare cuprinde evaluarea reactivitatii neurovasculare cutanate la stimuli aplicati
local precum aceticolina [28], caldura [29, 30], capsaicina [26, 31, 32] sau in cadrul reflexului
de axon [33, 34]. Alterarea raspunsului vasodilatator la diferiti stimuli topici, evidentiata in
cele mai multe cazuri cu ajutorul fluximetriei laser-Doppler, apare in stadiile initiale ale
neuropatiei diabetice, cand testarea senzoriald cantitativd este nemodificata, sugerand faptul
ca alterarea reactivitdtii neurovasculare poate reprezenta un marker precoce al disfunctiei

fibrelor nervoase periferice [26, 28].



Ipoteza de cercetare

Un studiu recent realizat de catre grupul nostru de cercetare (Laboratorul de Cercetare
in Dermatologie din cadrul Institutului National de Diabet, Nutritie si Boli Metabolice ,,Prof.
N Paulescu” (sediul de str. Grigore Manolescu nr. 22-24), a demonstrat posibilitatea utilizarii
microscopiei confocale de reflectanta in vivo (in vivo RCM) pentru cuantificarea raspunsului
vasodilatator Tn cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse de capsaicina la subiecti umani
sanatosi, prin evaluarea microvascularizatiei cutanate de la nivelul jonctiunii dermo-
epidermice [32]. Capsaicina, prin activarea receptorului TRPV1 de la nivelul fibrelor
nervoase subtiri cutanate [24] induce un raspuns ortodromic, cu aparitia senzatiei de durere cu
caracter de arsura, precum si a unui raspuns antidromic, cu eliberarea de neuropeptide, Tn
principal SP, CGRP [35] si aparitia unui raspuns inflamator localizat [36]. Rezultatele
obtinute incurajeaza dezvoltarea unei metode care sa masoare reactivitatea neurovascularia
ca raspuns la aplicarea cutanata de capsaicina in cazul pacientilor diabetici, pentru
evaluarea functionalitatii fibrelor nervoase periferice si diagnosticarea neuropatiei
diabetice n stadii subclinice [26, 31, 37]. Microscopia confocala de reflectantd in vivo
permite investigarea non-invaziva a microvascularizatiei cutanate atat din punct de vedere
micromorfologic, cu o rezolutie Tnalta, apropiatd de cea a histologiei clasice, cat si functional,
permitand evaluarea in dinamica a raspunsului vasodilatator si a fluxului sanguin cutanat ca
raspuns la diferiti stimuli topici [26, 31]. Tn plus, cu ajutorul acestei tehnici imagistice pot fi
analizati corpusculii Meissner in pielea glabra a pacientilor cu diabet, sugerand
posibilitatea folosirii acestui parametru Tn cuantificarea neuropatiei diabetice [26, 38].
Caracterul non-invaziv al examinarii, precum si posibilitatea investigarii in vivo si in timp real
a structurilor tegumentului, ofera posibilitatea repetarii analizarii la diferite intervale de timp a

aceleiasi regiuni cutanate, pentru monitorizarea progresiei bolii si a raspunsului la tratament.



Scopul si obiectivele generale

Tn cadrul acestei teze de doctorat, ne-am propus dezvoltarea unei metode de evaluare
micromorfologica si functionald a structurilor nervoase cutanate, utila pentru diagnosticarea

(in stadii subclinice) si monitorizarea neuropatiei periferice la pacientii cu diabet zaharat.

Pentru indeplinirea acestui scop, au fost stabilite urmatoarele obiective generale:

1. Evaluarea componentelor microvasculare si inflamatorii din diverse afectiuni
cutanate cu ajutorul microscopiei confocale de reflectanta in vivo

2. Explorarea functionalitatii fibrelor nervoase periferice la pacientii cu diabet zaharat
cu ajutorul microscopiei confocale in vivo prin evaluarea raspunsului neurovascular cutanat la
capsaicina

3. Investigarea micromorfologica a unor structuri nervoase cutanate cu ajutorul

microscopiei confocale de reflectanta in vivo la pacientii cu diabet zaharat

Sinteza ideilor principale

In Partea Generald a tezei, structurati in 3 capitole, am prezentat stadiul actual al
cunoasterii privind diagnosticarea neuropatiei diabetice periferice, reactia inflamatorie
cutanati indusi de capsaicind si microscopia confocald de reflectanti in vivo. In primul
capitol, am trecut in revistd metodele conventionale, morfologice si functionale de
diagnosticare a neuropatiei diabetice periferice, punand accent pe avantajele si dezavantajele
fiecarei metode. In al doilea capitol am prezentat componentele inflamatiei neurogenice
induse de capsaicind si efectele diabetului si ale neuropatiei periferice asupra reactiei cutanate
la capsaicind, subliniind utilitatea acestui model de raspuns neurovascular pentru evaluarea
functionalititii fibrelor nervoase periferice. In al treilea capitol, am descris microscopia
confocala de reflectantd in vivo, cu accent pe avantajele, principiile tehnice si aplicatiile
clinice ale examinarii cutanate folosind aceasta tehnica imagisticd noua. Microscopia
confocala de reflectanta in vivo (in vivo RCM) permite evaluarea non-invaziva si in timp real
a microvascularizatiei cutanate, cu o rezolutie mare, qvasi-microscopicd. De asemenea,

caracterul non-invaziv al examinarii ofera posibilitatea examinarii aceleiasi zone cutanate la
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diferite intervale de timp pentru studierea in dinamica a proceselor fiziologice sau patologice
cu localizare cutanata. Grupul nostru de cercetare a utilizat pentru prima datd in vivo RCM
pentru evidentierea si cuantificarea modificarilor capilarelor papilelor dermice si ale fluxului

sanguin cutanat In cadrul inflamatiei neurogenice cutanate la subiecti sanatosi.

In Partea de Contributii Personale a tezei, am investigat cu ajutorul in vivo RCM
modificarile microvascularizatiei cutanate in diverse afectiuni tumorale/inflamatorii (studiul
1) si In cadrul reactiei inflamatorii neurogenice induse de capsaicina (raspusul neurovascular
cutanat) pentru evaluarea functionalitatii fibrelor nervoase periferice la pacientii cu diabet
zaharat cu si fara modificari ale conducerii nervoase (studiul 2). In cadrul unui studiu mai
mic, realizat pe pacienti proveniti din studiul anterior, am investigat din punct de vedere
micromorfologic structuri nervoase cutanate (corpusculii Meissner) cu ajutorul in vivo RCM
la pacientii cu diabet zaharat (studiul 3). Rezultatele obtinute sunt promitatoare si incurajeaza
utilizarea in vivo RCM pentru evaluarea functionalitatii fibrelor nervoase periferice si a
morfologiei si densitatii corpusculilor Meissner in diabetul zaharat, pentru diagnosticarea
neuropatiei diabetice periferice inainte de aparitia modificarilor electrofiziologice. Tn plus,
caracterul non-invaziv ale examinarii ofera posibilitatea repetarii analizarii la diferite intervale
de timp a aceleiasi regiuni cutanate, pentru monitorizarea progresiei bolii si a raspunsului la

tratamentul neuroprotector.

Evaluarea componentelor microvasculare si inflamatorii din diverse
afectiuni cutanate cu ajutorul microscopiei confocale de reflectanti in vivo

(studiul 1)

Inflamatia neurogenica este implicatd Tn numeroase procese fiziologice si patologice
cu localizare cutanata, subliniind interactiunile complexe dintre piele si sistemul nervos [39].
Evaluarea componentelor inflamatiei cutanate (microvascularizatia cutanata, fluxul sanguin,
celulele inflamatorii) prezintd un potential deosebit atit pentru elucidarea cdilor patogenice
din afectiunile inflamatorii cutanate, dar si In cadrul studiilor experimentale si functionale
care implica pielea. Dintre tehnicile imagistice non-invazive existente, microscopia confocala
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de reflectanta in vivo (in vivo RCM) prezinta cel mai mare potential in acest sens, deoarece
permite caracterizarea structurilor cutanate atat din punct de vedere morfologic, cu o rezolutie
mare, apropiatd de cea a microscopiei clasice, cat si din punct de vedere functional, prin
evaluarea 1n dinamicd a raspunsului tegumentului la diferiti stimuli. In vivo RCM este o
metoda excelenta pentru investigarea capilarelor papilelor dermice localizate la nivelul
jonctiunii dermoepidermice si a modificarilor de la acest nivel prezente in inflamatia cutanata
[40].

Prin urmare, in cadrul cercetarilor doctorale, am investigat modificarile ce apar la
nivelul jonctiunii dermoepidermice (cu accent pe microvascularizatia cutanata, celulele
inflamatorii) in anumite conditii patologice si experimentale cu ajutorul in vivo RCM.

In sectiunile optice orizontale din in vivo RCM preluate de la nivelul jonctiunii
dermoepidermice (JDE) din pielea normala (Fig. 6.1.A), celulele stratului bazal al
epidermului formeaza cercuri stralucitoare, inconjurate de stratul spinos cu aspect de ,,fagure
de miere”. Zonele intunecate din centrul papilelor dermice corespund papilelor dermice si au
n centru ansele capilare, ce apar sub forma unor gauri negre. Elementele figurate ale sangelui
apar sub forma unor elemente stralucitoare in lumenul capilarelor, iar fluxul sanguin poate fi
observat, in timp real, In inregistrarile video.

Majoritatea afectiunilor inflamatorii beningne sunt limitate la nivelul epidermului si
dermului superficial, iar investigarea acestora la nivelul JDE cu ajutorul in vivo RCM aduce
informatii esentiale pentru diagnosticul lor histomorfologic (Fig. 6.1). In leziunile de
psoriazis vulgar, la acest nivel pot fi observate cresterea numarului si diametrului papilelor
dermice, ce contin anse capilare dilatate (Fig. 6.1.B) [41, 42]. Pornind de la aceste trasaturi,
grupul nostru de cercetare a identificat o metoda de evaluare obiectiva a leziunilor, ce ar putea
fi aplicata in studiile clinice privind eficacitatea terapiilor biologice in psoriazis [41]. Din
cauza infiltratului inflamator de la nivelul JDE si a degenerescentei vacuolare, cercurile
stralucitoare corespunzatoare stratului bazal al epidermului sunt inlocuite cu structuri sterse,
hiporefractile in lichenul plan (Fig. 6.1.C) [43, 44]. In leziunile de lupus eritematos discoid,
pe langa disparitia inelelor stralucitoare ce inconjoara papilele dermice, infiltratul inflamator

se localizeaza si peranexial, in jurul foliculilor pilosi (Fig. 6.1.D) [45].



Fig. 6.1. Imagini de in vivo RCM (0.5x 0.5 mm) preluate de la nivelul JDE din (A) pielea

normala si leziunile cutanate de (B) psoriazis, (C) lichen plan, (D) lupus eritematos discoid.

Jonctiunea dermoepidermica poate reprezinta si locul depozitirii de proteine
anormale, cum se intdmpld in amiloidoza cutanati [46]. Tn cadrul studiilor doctorale, am
contribuit cu a doua publicatie din literatura de specialitate privind rolul in vivo RCM 1n
diagnosticarea non-invaziva a amiloidozei cutanate, evidentiind utilitatea clinica a tehnicii in
cazul pacientilor cu afectiuni (ex:diabetul zaharat) ce pot ingreuna vindecarea dupd prelevarea
biopsiei cutanate [46]. Depozitele de amiloid apar sub forma unor structuri hiper-refractile cu
diferite forme (punctiforme, coliforme, aglomerari) in interiorul papilelor dermice, iar celulele

bazale sunt stralucitoare datorita continutului crescut de melanina (Fig. 6.2).



Fig. 6.2. Corelarea imaginilor de in vivo RCM si histopatologie in amiloidoza cutanatd: (A)
Mozaic obtinut cu in vivo RCM (1.5x1 mm) si (B) imagine in detaliu (0.25x0.25 mm) de la

nivelul JDE ce arata depozitele de amiloid ce apar ca structuri hiper-refractile (—) in
interiorul papilelor dermice; (C) Imagine histopatologica (X20, rosu de congo); ce aratd
deporzitele de amilod birefringente, verzui in lumina polarizata; Imagini de in vivo RCM
preluate de la nivelul JDE (D)(0.5x0.5 mm) si (E)(0.4x0.4 mm) ce arata stratul bazal al
epidermului, stralucitor, cu depozite crescute de melanina (varf de sageata); (F) Imagine

histopatologica (X20, HE) ce arata depozitele de melanina din stratul bazal al epidermului.

Inflamatia cronicd cutanatd, prin intermediul citokinelor si chemokinelor
proinflamatorii, pare sa favorizeze tranformarea maligna si progresia cancerelor de piele [47],
iar inflamatia asociata tumorilor poate promova proliferarea si supravietuirea celulelor
maligne [47, 48]. In vivo RCM permite evaluarea non-invaziva, in dinamica si in timp real a
componentelor vasculare si inflamatorii asociate tumorilor cutanate [49]. Din acest motiv, 0
parte a cercetarii doctorale a fost indreptatd cétre studierea rolului in vivo RCM 1n evaluarea

celor mai frecvente cancere de piele [49, 50].



In plus, am descris pentru prima oara aspectul leziunilor de limfom foliculocentric
cutanat primar, o forma de limfom cutanat cu celule B, in microscopia confocald in vivo
(Fig. 6.3). Trasaturile observate in vivo includ mase tumorale hiper-refractile, rotunde, celule

stralucitoare dispersate la nivelul dermului si agregate de celule stralucitoare, de mici

dimensiuni la periferia maselor tumorale [49].

Fig. 6.3. Corelarea imaginilor clinice, dermatoscopice, de in vivo RCM si histopatologice in
limfomul foliculocentric cutanat primar. (A) Imaginea clinica: placa eritemo-violacee cu
suprafata mamilata, stralucitoare,; (B) Dermatoscopia: fond roz-somon, vase proeminente cu
aspect serpiginos, arii rotunde alb-galbui; Imagini de in vivo RCM ce arata: (C) mase
tumorale, hiper-refractile, rotunde, bine delimitate si (D) agregate alcatuite din celule mici,
stralucitoare (—) localizate la periferia unei mase tumorale (scale bar = 500 um);
Histologia: (E) (20X, HE) infiltrat limfoid difuz la nivelul dermlui si tesutului subcutanat; F)

(100X, HE) aglomerare de centrocite, centroblaste si limfocite de mici dimensiuni.



Explorarea functionalitatii fibrelor nervoase periferice la pacientii cu

diabet zaharat cu ajutorul microscopiei confocale de reflectanta in vivo
(studiul 2)

Obiective specifice

a) evaluarea modificarilor microvascularizatiei cutanate in cadrul reactiei inflamatorii
neurogenice induse de capsaicina (raspunsul neurovascular cutanat) cu ajutorul in vivo RCM

la subiecti sanatosi si pacienti cu diabet zaharat cu si fard neuropatie diabetica periferica

b) evaluarea influentei diabetului zaharat si a neuropatiei periferice asupra raspusului

neurovascular cutanat dupa aplicarea topica a capsaicinei

c) corelarea raspusului neurovascular cutanat indus de capsaicind la pacientii cu diabet
zaharat cu afectarea fibrelor nervoase perferice (amplitudine si viteza de conducere nervoasa,

punctaj chestionar MNSI, prezenta tulburarilor de sensibilitate) si alti parametri din studiu

d) stabilirea capacitatii de predictiec a neuropatiei diabetice periferice (in stadiu
sublinic) utilizand evaluarea raspunsului neurovascular cutanat indus de capsaicina cu ajutorul

in vivo RCM
Materiale si metode

28 pacienti cu diabet zaharat de ambele sexe si 17 subiecti sdnatosi au fost inclusi in
acest studiu experimental conform criteriilor de includere in Lotul Diabet, respectiv Lotul
Control si citeriilor de excludere prezentate in Metodologia generald a cercetarii. Pe scurt,
Lotul Diabet a fost alcdtuit din pacienti cu diabet zaharat de tip 1 (n=14) sau 2 (n=14),
conform criteriilor Asociatiei Americane de Diabet, Lotul Control din subiecti sanatosi, fara
diabet zaharat sau neuropatie periferica si din ambele loturi au fost exclusi subiectii cu
afectiuni care se asociaza cu neuropatie periferica, altele decat diabetul zaharat. Toti subiectii

inclusi in studiu au parcurs cele 3 etape ale diagramei studiului (Tabel V.1).
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Tabel V.1. Diagrama studiului

Etapa 1 studiu Etapa 2 studiu Etapa 3 studiu
e Obtinere consimtamant e MNSI e Microscopia confocala de
informat e Examen clinic neurologic reflectanta in vivo pentru
o Preluare date antropometrice, (sensibilitati, forta evaluarea:
clinice, de laborator musculara) - Raspunsului neurovascular
e Verificarea respectirii e Testare electrofiziologici cutanat (fatd dorsald ména)
criteriilor de includere si (studii de conducere - Densitatii corpusculilor
excludere nervoasa) Meissner (fatd palmara)
Locatie: Centrul de Cercetare al Locatie: Spitalul Locatie: Centrul de Cercetare al
INDNBM ,,Prof. N Paulescu” Universitar de Urgenta din INDNBM ,,Prof. N Paulescu”
(sediul de str. Caragiale nr.12) Bucuresti (sediul de str. Grigore
Manolescu 22-24)

MNSI: Instrumentul Michigan de screening al neuropatiei

Dupa ce au semnat Consimtdmantul Informat, au fost inregistrate date referitoare la
profilurile demografice si clinice ale subiectilor inclusi in studiu (varstd, sex, indltime,
greutate, statutul de fumator/nefumator, data diagnosticarii diabetului, tipul de diabet,
antecedente personale patologice, tratament) si au fost recoltate probe de sange venos in
vacutainere fard anticoagulant pentru determinarea parametrilor biochimici si in vacutainere
cu EDTA pentru determinarea parametrilor de stres oxidativ. Paramentrii biochimici
determinati din ser au fost: glicemia bazala (mg/dl), HbAlc (%), colesterolul total (mg/dl),
trigliceride (mg/dl), GPT (U/L), GOT (U/L), GGT (U/L), creatinina sericd (mg/dl), ureea
serica (mg/dl), acidul uric seric (mg/dl), albumina serica (g/dl), proteine totale serice (g/dl) si
HDL- colesterolul (md/dl). VValorea LDL-colesterolului a fost calculata cu formula Friedewald
[51]. Pentru determinarea parametrilor de stres oxidativ, a fost cuantificatd productia de
radicali liberi din cadrul puseului respirator Tn momentul emisiei maxime de
chemiluminiscenta si exprimata sub forma valorii maxime (RB LM/PMA (Peak), RB LG/PMA
(Peak), RB LM/OZ (Peak), RB LG/OZ (Peak)) si a ariei de sub curba (RB LM/PMA (AUC), RB
LG/PMA (AUC), RB LM/OZ (AUC)).
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In urmitoarea etapi a studiului, subiectii din Lotul Diabet au fost evaluati din punct de
vedere neurologic prin intermediul chestionarului MNSI, a examinarii clinice a
nervoase). In functie de valorile obtinute la testarea electrofiziologica (amplitudinea si viteza
de conducere nervoasa), pacientii din Lotul Diabet a fost distribuiti in: Lotul Diabet fara
Neuropatie (DFN) si Lotul Diabet cu Neuropatie (DCN). Ulterior, au fost evaluate
microvascularizatia cutanata de la nivelul fetei dorsale a mainii in cadrul reactiei inflamatorii
induse de capsaicind (protocol detaliat mai jos) si densitatea corpusculilor Meissner de pe fata

palmara (protocol detaliat in capitolul 8) cu microscopul confocal de reflectanta in vivo.

Evaluarea microvascularizatiei cutanate in cadrul reactiei inflamatorii neurogenice
induse de capsaicind (raspusul neurovascular cutanat) cu ajutorul microscopiei confocale
de reflectantd in vivo s-a realizat in Laboratorul de Cercetare in Dermatologie din cadrul
Institutului National de Diabet, Nutritie si Boli Metabolice ,,Prof. N Paulescu” (sediul de str.
Grigore Manolescu nr.22-24), conform protocolului descris anterior de catre grupul nostru de
cercetare [32]. Aceastd etapa a studiului s-a realizat in conditii standard de temperatura
(22+1°C), umiditate (50+5%), sub supraveghere medicala, dupa o perioadda de acomodare cu
mediul experimental. Toti subiectii inclusi in studiu au primit recomandarea de a evita efortul
fizic intens si consumul de medicamente sau substante ce ar putea avea efecte asupra
microvascularizatiei cutanate (ex alcool, cafea, ceai, cafeind, nicotind) pe o perioada de minim
6 ore inaintea examinarii.

Pentru inducerea reactiei inflamatorii neurogenice cutanate, a fost aplicatd solutia de
capsaicind 1% la nivelul tegumentului de pe fata dorsala a mainii non-dominate, in volum de
7.5 pl, cu ajutorul unei pipete automate (Biohit Prolien Single- Channel Pipettor, Variable
Volume, 0.5-10 pl). Inainte de aplicarea solutiei, s-a verificat absenta leziunilor de orice fel la
nivelul tegumentului examinat. Peste zona investigatd, unde a fost aplicata solutia de
capsaicina, a fost fixat dispozitivul de contact cutanat alcatuit dintr-un disc de plastic dublu-
adeziv, atasat de un inel metalic, care se cupleaza la obiectivul magnetic al microscopului
confocal. Dispozitivul de contact cutanat a permis izolarea si imobilizarea pielii in timpul

examindrii, distributia uniforma a solutiei de capsaicind 1% la nivelul suprafetei tegumentare
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acoperite de discul dublu-adeziv si a permis preluarea de imagini de microscopie confocalad de
reflectanta in vivo din aceeasi zona la 0 si 30 minute dupa aplicarea capsaicinei.

Imaginile de microscopie confocalid de reflectanta au fost preluate in vivo de la
nivelul de la nivelul fetei dorsale a mainii non-dominante, cu ajutorul instrumentului
Vivascope 1500 (VivaScope 1500, Lucid. Inc., Rochester, NY), folosind lungimea de unda de
830 nm a sursei laser. Pentru fiecare subiect au fost obtinute mozaicuri cu suprafata de 5/5
mm, de la nivelul jonctiunii dermoepidermice, din aceeasi zond cutanata, la 0 si 30 minute
dupd aplicarea capsaicinei. La acest nivel, In sectiunile optice orizontale, lumenul anselor
capilare este vizibil sub forma unor discuri intunecate situate in centrul papilelor dermice,

delimitate de structuri circulare stralucitoare formate din celule bazale epidermice (Fig. 7.1).

Fig. 7.1. Jonctiunea dermoepidermicdi in imagini de microscopie confocala de reflectanti

in vivo. (4) Mozaic (5x5 mm) si (B) detaliu din mozaicul precedent (0.5x0.5 mm) in care
lumenul anselor capilare este vizibil sub forma unor discuri intunecate (sageata) situate in

centrul papilelor dermice.

Evaluarea imaginilor de in vivo RCM s-a realizat de catre 2 examinatori Tn mod
independent, fara sa aiba acces la alte informatii ale subiectilor, cu ajutorul programului de

analiza a imaginilor ImageJ] 1.45 (http://rsbweb.nih.gov /ij/). Pentru fiecare mozaic de 5x5
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mm, au fost identificate papilele dermice cu lumene capilare vizibile, iar pentru fiecare
subiect au fost investigate capilarele din minimum 15 papile dermice. Masuratorile au fost
efectuate dupa ce a fost setatd scala de 2 pixeli/um. Parametrii masurati ai capilarelor

papilelor dermice au fost suprafata de sectiune, perimetrul si diametrul maxim (Feret) (Fig
7.2).

-
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Fig. 7.2. Parametrii microvascularizatiei cutanate (arie, perimetru, diametru maxim Feret)

masurati cu ajutorul programului de analiza a imaginilor Image J 1.45

Rezultate. Discutii

Studiul nostru aratd pentru prima datd rolul microscopiei confocale de reflectanta in
vivo Tn detectarea afectarii functionalitatii fibrelor nervoase periferice in diabetul zaharat, prin
evaluarea raspunsului neurovascular cutanat in cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse
de capsaicina.

Microscopia confocald de reflectantd in vivo (in vivo RCM) este o tehnicd imagistica
noud, ce permite evaluarea non-invaziva si in timp real a microvascularizatiei cutanate [31,
32, 52]. Spre deosebire de alte tehnici non-invazive, in vivo RCM permite evaluarea efectelor
capsaicinei asupra capilarelor papilelor dermice si fluxului sanguin cutanat cu o rezolutie
mare, gvasi-microscopica [31, 32]. De asemenea, caracterul non-invaziv al examinarii ofera

posibilitatea examinarii aceleiasi zone cutanate la diferite intervale de timp pentru studierea in
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dinamica a proceselor fiziologice sau patologice cu localizare cutanata [42, 53, 54]. Astfel, in
vivo RCM este o metoda promitatoare pentru evaluarea reactivitatii neurovasculare cutanate si
ar putea fi utilizatd pentru diagnosticarea alterarilor functionale ale fibrelor nevoase si
microvascularizatiei cutanate. In acest sens, existi studii recente in care se investigheazi
raspunsul microvascularizatiei cutanate [32] si a fluxului sanguin capilar, in timp real, la
diferiti stimuli topici [31, 32, 55, 56]. Grupul nostru de cercetare a descris pentru prima data
in literatura internationald posibilitatea utilizarii in vivo RCM pentru cuantificarea raspunsului
vasodilatator si a fluxului sanguin cutanat in cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse
de capsaicina la subiecti sanatosi [31, 32]. Efectele capsaicinei asupra microvascularizatei
cutanate sunt mediate prin activarea receptorului TRPV1, localizat Tn principal la nivelul
fibrelor nervoase nemielinizate C si mielinizate Ad [24, 39]. Activarea receptorului TRPV1
este urmata de eliberarea neuropeptidelor SP si CGRP din terminatiile nervoase, care au efect
vasodilatator, cresc permabilitatea vasculara si induc degranularea mastocitelor, cu
amplificarea raspunsului inflamator [57]. Avand in vedere faptul ca la nivelul pielii
predomina fibrele nemielinizate de tip C, sensibile la capsaicina, implicate in detectia
stimulilor nociceptivi [58, 59], raspunsul neurovascular cutanat din cadrul inflamatiei
neurogenice induse de capsaicina aplicata topic este un model ideal pentru investigarea
functionalitatii fibrelor nervoase cutanate nociceptive la oameni [31, 32, 37, 39, 60]. Alte
metode de evaluare a functionalitatii fibrelor nervoase subtiri cuprind evaluarea raspunsului
vasodilatator in urma aplicarii de stimuli aplicati local precum aceticolind [28], caldura [29,
30], capsaicina [32] sau in cadrul reflexului de axon [33, 34]. Alterarea acestui raspuns
vasodilatator, evaluat in cele mai multe cazuri cu ajutorul fluxi-metriei laser-Doppler, apare in
stadiile initiale ale neuropatiei diabetice, cand testarea senzoriala cantitativa este
nemodificatd, sugerand faptul ca alterarea reactivitatii neurovasculare poate reprezenta un
marker precoce al disfunctiei fibrelor nervoase subtiri [26, 28]. Rezultatele noastre sunt n
concordanta cu aceste observatii, pacientii cu diabet zaharat avand valori semnificativ mai
mici ale raspunsului vasodilatator cutanat la capsaicini in comparatie cu subiectii sanatosi. In
plus, pacientii care asociau neuropatie periferica la testarea electrofiziologica au avut valori
semnificativ mai mici, atat fata de cei fara neuropatie, cat si fatd de subiectii sanatosi (Fig.
7.49,7.56, 7.60 -7.62).
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Fig. 7.49 . Imagini de microscopie confocala de reflectantd in vivo preluate de la un subiect

sanatos (Lot Control) inainte (preCAP) si dupa (postCAP) aplicarea topica a capsaicinei.

preCAP postCAP

Fig. 7.56. Imagini de microscopie confocala de reflectatd in vivo preluate de la un subiect cu
diabet zaharat §i neuropatie la testarea electrofiziologica (Lot DCN) inainte (preCAP) si

dupa (postCAP) aplicarea topica a capsaicinei.
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Fig. 7.60. Comparatia modificarilor procentuale de suprafata capilara ale valorilor la 30 de
minute fata de valorile bazale intre loturile selectate (valori p<0.05 Lot Control vs Lot DFN

vs Lot DCN, Kruskal-Wallis H Test, analiza post-hoc Dunn-Bonferroni Test)
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Fig. 7.61. Comparatia modificarilor procentuale de perimetru capilar ale valorilor la 30 de
minute fata de valorile bazale intre loturile selectate(valori p<0.05 Lot Control vs Lot DFN

vs Lot DCN, Kruskal-Wallis H Test, analiza post-hoc Dunn-Bonferroni Test)
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Fig. 7.62. Comparatia modificarilor procentuale de diametru capilar ale valorilor la 30 de
minute fata de valorile bazale intre loturile selectate(valori p<0.05 Lot Control vs Lot DFN

vs Lot DCN, Kruskal-Wallis H Test, analiza post-hoc Dunn-Bonferroni Test)

Prin urmare, disfunctia fibrelor nervoase periferice este prezenta in diabetul zaharat,
fnainte de aparitia modificarilor electrofiziologice. La baza diminuarii raspunsului
neurovascular la capsaicind poate sta reducerea expresiei neuropeptidelor SP, CGRP si a
receptorului TRPV1, observata la nivelul fibrelor nervoase subtiri nociceptive in cazul
pacientilor cu diabet zaharat, care precede scaderea densitdtii fibrelor nervoase
intraepidermice [22, 25]. In studiul nostru, modificirile de reactivitate neurovasculara s-au
corelat pozitiv cu amplitudinea conducerii nervoase si am putut un realiza un model de
predictie a neuropatiei diabetice periferice utilizdnd modificarile  parametrilor
microvascularizatiei cutanate dupa aplicarea topica a capsaicinei (raspunsul neurovascular
cutanat). Rezultatele analizei ROC (receiver operating characteristic) arata cad toti cei 3
parametri ai raspunsului neurovascular cutanat (suprafatd, perimetru, diametru) au un nivel

excelent si semnificativ (p<0.01) de predictie avand valori ale ariei de sub curba de 0.855
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(95% C.I.: 0.727-0.982) — suprafata capilara, 0.861 (95% C.I.: 0.736-0.986) — perimetru
capilar, 0.842 (95% C.I. : 0.717-0.968) — diametru capilar (Fig. 7.87). Conform curbei ROC,
s-a observat ca: 0 modificare a suprafetei capilare la 30 de minute de la administrarea
capsaicinei de sub 12.31% fata de valoarea bazalda are o sensibilitate de 81.8% si o
specificitate de 86.7% de a prezice existenta neuropatiei; 0 modificare a perimetrului capilar
la 30 de minute de la administrarea capsaicinei de sub 6.57% fatd de valoarea bazala are o
sensibilitate de 81.8% si o specificitate de 86.7% de a prezice existenta neuropatiei; O
modificare a diametrului capilar la 30 de minute de la administrarea capsaicinei de sub
5.82% fata de valoarea bazala are o sensibilitate de 81.8% si o specificitate de 86.7% de a

prezice existenta neuropatiei.
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Fig. 7.87. Curba AUC-ROC pentru evaluarea predictiei neuropatiei diabetice periferice

utilizand parametrii raspunsului neurovascular cutanat urmariti in studiu
Tn plus, pacientii cu valori mai mari ale glicemiei au avut raspunsuri mai diminuate

ale reactivitatii neurovasculare la capsaicina, sugerand importanta controlului glicemic in

prevenirea progresiei afectarii fibrelor nervoase in diabetul zaharat.
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Studiul de fata prezintd anumite limite, care traseaza directii viitoare de cercetare.
Prezenta tulburarilor de sensibilitate la examenul clinic neurologic s-a asociat cu un raspuns
vasodilatator mai diminuat in urma aplicarii capsaicinei, insa diferentele inregistrate nu ating
pragul semnificatiei statistice. Evaluarea raspunsului neurovascular cutanat la capsaicinad cu
ajutorul in vivo RCM trebuie extinsa pe un numar mai mare de subiecti sanatosi si pacienti cu
diabet zaharat cu si fara neuropatie diabetica pentru a putea stabili valoarea diagnostica a
metodei. De asemenea, sunt necesare studii suplimentare longitudinale 1n care si se
urmareasca evolutia in timp a raspunsului neurovascular la capsaicina la pacientii cu diabet
zaharat fard neuropatie la examenul clinic si testarea electrofiziologicd. Am evaluat raspunsul
vasodilatator cutanat la 30 minute dupa aplicarea capsaicinei pe fata dorsald a mainii non-
dominante, pornind de la observatiile celor 2 studii anterior publicate de catre grupul nostru
de cercetare, realizate pe subiecti sdnatosi [31, 32]. Raspunsul vasodilatator cutanat poate fi
observat prin in vivo RCM la 10 minute de la aplicarea capsaicinei, cu mentinerea acestuia la
25 si 40 minute de la administrarea topica. La nivelul fetei dorsale a mainii existd un numar
mare de papile dermice, iar microvascularizatia cutanata poate fi evaluata cu usurinta la acest
nivel prin in vivo RCM. Cu toate ca afectarea fibrelor nervoase in neuropatia diabetica este
mai accentuatd distal, alterarea reactivitdtii microvascularizatiei cutanate nu prezinta o astfel
de distributie, insa raspunsul diminuat al fibrelor vasomotorii poate contribui la aceasta [61].
O alta directie de cercetare viitoare este evaluarea diferentelor raspunsului neurovascular
cutanat intre extremitatile superioare si inferioare la pacientii cu diabet zaharat, desi exista
studii care aratd cd raspunsul vasodilatator in urma aplicarii locale de cdldura nu diferd intre
membre la acesti pacienti [61].

In concluzie, rezultatele noastre demonstreazd pentru prima datd utilitatea
microscopiei confocale de reflectantd in vivo in detectarea si monitorizarea afectarii
functionalitatii fibrelor nervoase periferice in diabetul zaharat, prin evaluarea raspunsului

neurovascular cutanat in cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse de capsaicina.
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Concluzii

1. Microscopia confocala de reflectantd in vivo poate evidentia modificarile
parametrilor microvascularizatiei cutanate atat la subiectii sandtosi, cat si la pacientii cu diabet
zaharat

2. In conditii bazale, nu existi diferente semnificative din punct de vedere al
parametrilor capilarelor papilelor dermice intre subiectii sandtosi, pacientii cu diabet zaharat
cu si fara neuropatie periferica la testarea electrofiziologica.

3. Aplicarea topica a capsaicinei induce produce vasodilatatia capilarelor papilelor
dermice 1n cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse de capsaicind (raspusul
neurovascular cutanat), ce poate fi evidentiatd cu ajutorul microscopiei confocale de
reflectanta atat in randul subiectilor sanatosi, cat si in randul subiectilor diabetici

4. Pacientii cu diabet zaharat au avut valori semnificativ mai mici ale raspunsului
neurovascular la capsaicind in comparatie cu subiectii sadndtosi. Pacientii diabetici cu
neuropatie periferica la testarea electrofiziologica au avut valori semnificativ mai mici ale
raspunsului neurovascular la capsaicina atat fatd de cei fara neuropatie, cat si fatd de subiectii
sanatosi.

5. Modificarile de reactivitate neurovasculara s-au corelat pozitiv cu amplitudinea
conducerii nervoase si negativ cu valorile glicemiei bazale. Desi diferentele Inregistrate nu
ating pragul semnificatia statistica, se observd modificari procentuale mai importante ale
parametrilor microvascularizatiei cutanate in cazul pacientilor care nu prezinta tulburari de

sensibilitate fata de cei cu sensibilitdti neafectate la examenul clinic.
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Investigarea micromorfologica a unor structuri nervoase cutanate cu

ajutorul in vivo RCM la pacientii cu diabet zaharat (studiul 3)

Obiective specifice

a) identificarea corpusculilor Meissner in imaginile de in vivo RCM preluate de la
nivelul tegumentului eminentei tenare

b) evaluarea densitatilor corpusculilor Meissner (MCs/mm?) in imaginile de in
vivo RCM la subiecti sanatosi si la pacienti diabet zaharat cu si fara neuropatie diabetica
periferica

c) corelarea densitatilor corpusculilor Meissner (MCs/mm?) cu parametrii
biochimici, neurologici (chestionar MNSI, amplitudine, viteza de conducere nervoasa,

reactivitatea neurovasculara la capsaicina)

Materiale si metode

10 pacienti cu diabet zaharat si 13 subiecti sdndtosi cu varste apropiate au fost inclusi
in acest studiu conform criteriilor de includere in Lotul Diabet, respectiv lotul Control si
citeriilor de excludere prezentate in Metodologia generala a cercetarii. Pe scurt, Lotul Diabet a
fost alcatuit din pacienti cu diabet zaharat de tip 1 (n=7) sau 2 (n=3), conform criteriilor
Asociatiei Americane de Diabet, Lotul Control din subiecti sanatosi, fard diabet zaharat sau
neuropatie periferica si din ambele loturi au fost exclusi subiectii cu afectiuni care se asociaza
cu neuropatie periferica, altele decat diabetul zaharat. Toti subiectii inclusi in studiu au
parcurs cele 3 etape ale diagramei studiului (Tabel V.1).

Dupa ce au semnat Consimtamantul Informat, au fost inregistrate date referitoare la
profilurile demografice si clinice ale subiectilor inclusi in studiu (varstd, sex, indltime,
greutate, statutul de fumator/nefumator, data diagnosticarii diabetului, tipul de diabet,
antecedente personale patologice, tratament) si au fost recoltate probe de s&nge venos in
vacutainere fara anticoagulant pentru determinarea parametrilor biochimici si in vacutainere

cu EDTA pentru determinarea parametrilor de stres oxidativ. Paramentrii biochimici
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determinati din ser au fost: glicemia bazala (mg/dl), HbAlc (%), colesterolul total (mg/dl),
trigliceride (mg/dl), GPT (U/L), GOT (U/L), GGT (U/L), creatinina serica (mg/dl), ureea
sericd (mg/dl), acidul uric seric (mg/dl), albumina serica (g/dl), proteine totale serice (g/dl) si
HDL- colesterolul (md/dl). VValorea LDL-colesterolului a fost calculata cu formula Friedewald
[51]. Pentru determinarea parametrilor de stres oxidativ, a fost cuantificatda productia de
radicali liberi din cadrul puseului respirator Tn  momentul emisiei maxime de
chemiluminiscenta si exprimata sub forma valorii maxime (RB LM/PMA (Peak), RB LG/PMA
(Peak), RB LM/OZ (Peak), RB LG/OZ (Peak)) si a ariei de sub curba (RB LM/PMA (AUC), RB
LG/PMA (AUC), RB LM/OZ (AUC)).

In urmatoarea etapa a studiului, subiectii din lotul Diabet au fost evaluati din punct de
vedere neurologic prin intermediul chestionarului MNSI, a examinarii clinice a
nervoase). Ulterior, au fost evaluate microvascularizatia cutanata de la nivelul fetei dorsale a
mainii in cadrul reactiei inflamatorii induse de capsaicind (protocol detaliat in capitolul 7) si
densitatea corpusculilor Meissner de pe fata palmara cu microscopul confocal de reflectanta

in vivo.

Evaluarea in vivo a corpusculilor Meissner cu ajutorul microscopului confocal de
reflectanta (VivaScope 1500, Lucid. Inc., Rochester, NY) s-a realizat la nivelul tegumentului
eminentei tenare apartinand membrului superior non-dominant. Dupa ce s-a aplicat o picatura
de ulei de imersie (Crodamol STS, Croda, SUA) peste zona de examinat, a fost aplicat
dispozitivul de contact cu tegumentul alcatuit dintr-un disc adeziv de plastic atasat unui inel
metalic de care a fost fixat apoi obiectivul magnetic al microscopului confocal. Uleiul de
crodamol (Crodamol STS; Croda Inc., Edison, NJ, SUA) este cel mai folosit mediu de imersie
pentru preluarea imaginilor de microscopie confocala de reflectanta in vivo. Se aplica la
interfata piele — disc de plastic adeziv si are un indice de refractie (1.50) apropiat de cel al
stratului cornos (1.55), facilitand penetrarea in adancime a luminii in timpul examinarii [62
Imagini-mozaic cu dimensiunea de 5x5 mm, formate din imagini individuale, adiacente de
500x500 um, achizitionate ntr-un singur plan orizontal [38] au fost obtinute la adancimi
succesive de la nivelul jonctiunii dermo-epidermice (JDE). Criteriile pentru indentificarea
corpusculilor Meissner in imaginile de in vivo RCM au fost: localizarea in interiorul papilelor
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dermice din pielea glabra; orientarea axului lor longitudinal peprpendicular pe JDE; structura
incapsulata, cu arhitectura axonala lobulata in interior (Fig. 8.1); prezenta intre 0-2 corpusculi
Meissner ntr-o papila dermica [38, 63]. Corpusculii Meissner au fost evaluati pe o suprafata
de minim 16 mm? din fiecare mozaic. Imaginile-mozaic obtinute de la adancimi succesive au
fost comparate pentru a evita numararea de doua ori a MCs. Densitatea MCs a fost exprimata

ca numar de Corpuscului Meissner/mm?.

Fig. 8.1. Imagini de microscopie confocala de reflectanta in vivo preluate de la nivelul
eminentei tenare a unui subiect sandtos (A.Mozaic 5x5 mm B. detaliu 500x500 um).
Corpusculii Meissner pot fi vizualizati in interiorul papilelor dermice ca structuri rotund-

ovalare stralucitoare, cu structura interna heterogend, lobulata inconjurata de o capsula

(—).
Rezultate. Discutii

Tn studiul nostru, aritam utilitatea microsopiei confocale de reflectantd in vivo in
evaluarea micromorfologica a unor structuri nervoase cutanate si rolul acestei tehniCi
imagistice In cuantificarea modificarilor ce apar la nivelul corpusculilor Meissner in diabetul
zaharat si neuropatia periferica. Corpusculii Meissner (MCs) sunt principalii mecano-

receptori din pielea glabra de la nivelul palmelor si plantelor [63, 64]. Sunt structuri nervoase
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incapsulate, localizate 1n interiorul papilelor dermice, specializate in transmiterea senzatiei
tactile fine si a vibratiilor cu frecventd joasa catre sistemul nervos central [65]. Fiecare
corpuscul Meissner primeste la baza sa una sau mai multe terminatii nervoase provenite din
fibre nervoase aferente mielinizate, Insd contin o retea lobulatd alcatuita atat din fibre
mielinizate AP, cat si din fibre nemielinizate C [63-65]. Fibrele subtiri de tip C pot fi
peptidergice si exprima peptidul asociat genei calcitoninei (CGRP) si substanta P (SP) sau
non-petidergice si exprimd receptorul TRPV1, proprietatile lor imunologice sugerand
implicarea corpusculilor Meissner si in sensibilitatea nociceptiva [64].

MCs joacd un rol esential in sistemul somato-senzorial uman, din acest motiv
examinarea densitatii acestora prezintd un interes crescut in cadrul neuropatiilor periferice
[63]. Valori scazute al densitatii corpusculilor Meissner au fost identificate in biospsiile de
tegument prelevate de la nivelul falangei distale a degetelor in cazul pacientilor cu diabet
zaharat, care nu prezentau modificari la testarea electrofiziologica [66]. De asemenea, n
neuropatiile cu predominanta afectarii fibrelor subtiri, densitatile corpusculilor Meissner s-au
corelat cu reducerea densitatii de fibre nervoase intraepidermice [67]. Cu toate acestea,
prelevarea biosiilor cutanate de la nivelul pielii glabre pentru evaluarea densitatii
corpusculilor Meissner este o procedura dureroasa, mai invaziva decat prelevarea de tegument
cu par pentru evaluarea densitatii de fibre nervoase intraepidermice [38], in ambele situatii
existand riscul unei vindecari intarziate la pacientii cu diabet zaharat.

Microscopia confocald de reflectantd in vivo (in vivo RCM) permite investigarea
morfologiei structurilor cutanate de la nivelul epidermului si dermului papilar, cu o rezolutie
Tnalta, apropiatd de cea a examinarii histologice. Posibilitatea investigarii non-invazive, in
vivo si in timp real a structurilor tegumentului, ofera posibilitatea repetarii examinarii la
diferite intervale de timp a aceleiasi regiuni cutanate. Aceasta metoda a fost aplicata n
evaluarea a diferite tipuri de neuropatie senzoriald si prezintd un potential ridicat in cazul
neuropatiei diabetice periferice atat pentru identificarea in stadii incipiente, cat si pentru
monitorizarea progresiei bolii si a raspunsului la tratament.

In imaginile de in vivo RCM, corpusculii Meissner pot fi vizualizati in interiorul
papilelor dermice ca structuri rotund-ovalare stralucitoare, cu structura interna heterogena,

lobulata inconjurati de o capsula (Fig. 8.1). In studiul nostru am calculat densitatea de
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corpusculi Meissner pe mm? de suprafata tegumentara, dupd ce am numarat MCs in imaginile
preluate cu in vivo RCM de la nivelul eminentei tenare. MCs pot fi vizualizati si la nivelul
tegumentului falangei distale a degetelor, haluce sau maleola externd, Insd stabilitatea
examindrii este mai mare la niveul eminentei tenare. In cazul subiectilor sinitosi, am obtinut
o valoarea medie de 3.2 MCs/mm? la nivelul eminentei tenare, iar femeile au avut densitati
semnificativ mai mari fatd de barbati. Aceste rezultate sunt In concordanta cu studiile
anterioare [38], o posibila explicatie pentru densitatile mai mici ale corpusculilor Meissner la
barbati fiind suprafata mai mare a palmelor acestora [69]. In cazul pacientilor cu diabet
zaharat (2.02/mm?) am obtinut densititi ale corpusculilor Meissner semnificativ mai mici fata
de subiectii sanatosi (Fig. 8.2, Fig.8.3), aceaste diferente corelandu-se puternic negativ cu
valorile glicemiei bazale si moderat negativ cu valorile creatininei serice (Fig. 8.10,
Fig.8.11). De asemenea, pacientii cu diabet zaharat cu punctaje mari ale chestionarului MNSI

au avut mai frecvent valori mai mici ale densitatilor corpusculilor Meissner (Fig. 8.9).

Densitate corpusculi Meissner (nrimm2)

Lot Control Lot Diabet

Lot

Fig. 8.2. Analiza comparativa a densitatilor corpusculilor Meissner (nr/mmz) ntre
loturi. Mediana densitatii corpusculilor Meissner a fost semnificativ mai micd la pacientii cu

diabet zaharat (2.02/mm?) fatd de pacientii sandtosi (3.2/mm?) (p=0.003).
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Fig. 8.3. Imagini de microscopie confocala de reflectanta in vivo (500x500um), preluate de la
nivelul eminentei tenare apartinand: (A) unui subiect sanatos, (B) unui pacient cu diabet
zaharat, fara neuropatie diabetica periferica si (C) unui pacient cu diabet zaharat si
neuropatie periferica (C). Se observa prezenta a numerosi corpusculi Meissner (sageti albe)
in cazul subiectului sanatos, scaderea numarului de corpusculi Meissner in cazul pacientului
CU diabet, fara neuropatie periferica si absenta lor in papilele dermice (sageti rosii) in cazul
pacientilor cu diabet si neuropatie periferica.
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Fig. 8.9. Corelatia dintre densitatea corpusculilor Meissner si punctajul MNSI. Pacientii cu
valori ridicate ale punctajului MNSI s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mici

ale densitatilor corpusculilor Meissner (p=0.008, R= -0.849).
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Fig. 8.10. Corelatia dintre densitatea corpusculilor Meissner si valorea glicemiei. Pacientii
cu valori ridicate ale glicemiei s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mici ale

densitatilor corpusculilor Meissner (p=0.005, R= -0.598)).

8 R? Linear = 0.227

(o)}

N

Meissner (nr/mmz2)

Densitate corpusculi
N

5 1.0 15 2.0
Creatinina serica (mg/dl)

Fig. 8.11. Corelatia dintre densitatea corpusculilor Meissner §i creatinina sericd. Pacientii
cu valori ridicate ale creatininei serice s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai

mici ale densitatiilor corpusculilor Meissner.
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Nu am detectat asocieri semnificative intre densitatea corpusculilor Meissner si
amplitudinea conducerii nervoase sau raspunsul vasodilatator la capsaicina, dar valorile
obtinute aratd o tendinta spre semnificatic a parametrilor de reactivitate vasculara in asociere
cu densitatea corpusculilor. Aceastd observatie sustine tripla inervatie a corpusculilor
Meissner (fibre mielinizate AP, fibre nemielinizate C peptidergice si non-petidergice) si
implicarea acestora in sensibilitatea nociceptiva [64].

Pana in momentul de fata, in literatura internationala exista doar 2 studii publicate
privind evaluarea densitatii corpusculilor Meissner cu ajutorul in vivo RCM la pacienti cu
diabet zaharat si neuropatie periferica. in primul studiu, Hermann si colaboratorii [38] au
investigat pentru prima datd MCs la nivelul eminentei tenare si falanga distala a degetului 5
in cazul pacientilor sdnatosi si 5 pacienti cu neuropatie senzoriala periferica, dintre care doar 1
pacient inclus avea neuropatie diabetica. Al doilea studiu, realizat pe loturi mai mari alcatuite
din subiecti sandtosi si pacienti cu diabet zaharat si neuropatie diabetica, a demonstrat rolul
evaluarii densitatii corpusculilor Meissner cu ajutorul in vivo RCM in evaluarea non-invaziva
si obiectiva a afectarii fibrelor nervoase mielinizate din neuropatia diabetica periferica [70].
Rezultatele noastre vin ca o completare la aceste studii, sugerand faptul cd reducerea
densitatilor corpuculilor Meissner este prezentd la pacientii diabetici inainte de aparitia
modificarilor electrofiziologice si poate reprezenta un marker al afectdrii fibrelor nervoase
nemielinizate (rdspunsul vasodilatator la capsaicind). In plus, am aritat pentru prima dati
asocirea dintre reducerea densitdtii corpusculilor Miessner si valorile glicemiei si creatininei
serice in diabetul zaharat, observatii care reflectd mecanismele patogenice complexe ale
neuropatie diabetice si importanta controlului glicemic in prevenirea progresiei aceasteia.

Studiul de fatd prezintd insa anumite limite, care traseaza directii viitoare de
cercetare. In primul rand, evaluarea micromorfologicd a MCs cu ajutorul in vivo RCM
trebuie extinsa pe un numar mai mare de subiecti sanatosi si pacienti cu diabet zaharat cu si
fara neuropatie diabeticd pentru a putea stabili valoarea diagnosticd a metodei. Apoi, sunt
necesare stabilirea unor valori de referinta care sa tind cont de sexul, vérsta si suprafata
corporala a subiectilor, dar mai ales a unor protocoale standard ale metodei pentru a evita

variabilitatea rezultatelor obtinute.
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Am evaluat pielea glabra de la nivelul eminetei tenare, unde densitatea de corpusculi
Meissner este mai mica fatd de densitatile evidentiate anterior la nivelul degetului 3 sau
degetului 5 atat prin marcare imunohistochimica [68], dar si cu in vivo RCM [38, 70]. Avand
in vedere valorile mai mici ale densitatilor de corpusculi Meissner obtinute cu in vivo RCM n
comparatie cu raportarile anterioare din studiile de imunohistochimie, exista posibilitatea ca
in vivo RCM sa nu distinga corpusculii suprapusi situati in acelasi plan vertical, daca distanta
dintre ei este mai mica de 30 pm. De asemenea, in studiul nostru am putut vizualiza intre 0 si
2 corpusculi Meissner in aceeasi papild dermica, pe cand in piesele de biopsie cutanata cel
mai frecvent pot fi identificati 2 corpusculi Meissner per papila dermica, iar probabilitatea ca
3 sau mai multi corpusculi sa fie prezenti nu este neobisnuita [68]. Pe de alta parte, sectiunile
optice din in vivo RCM pot fi obtinute si la grosimi succesive de lum (Vivastack), iar
rezolutia imaginilor 1n plan orizontal este 0.5-1 um, astfel ca este posibilda numararea separata
a corpusculilor adiacenti, situati In acelasi plan. Valorile mai mari ale densitdtilor de
corpusculi Meissner din studiile de imunohistochimie se datoreaza mai degraba micsorarii
probei de tegument in urma procesarii tisulare necesara examenului histopatologic si necesita
aplicarea factorilor de corectie [71]. Tn plus, in vivo RCM nu poate oferi informatii privind
inervatia corpusculilor Meissner, iar corpusculii denervati nu pot fi deosebiti de cei cu fibre
aferente prezente [71] .

Cu toate acestea, evaluarea densitatii corpusculilor Meissener cu ajutorul in vivo RCM
poate fi inclusd in evaluarea initiala non-invaziva si obiectiva a afectarii structurilor nervoase
in cazul pacientilor cu diabet zaharat pentru screeningul si monitorizarea neuropatiei

periferice.
Concluzii

1. Cu ajutorul microscopiei confocale de reflectanta in vivo, pot fi evaluati corpusculii
Meissner din pielea glabra, atat la subiectii sanatosi, cat si la pacientii cu diabet zaharat.

2. Densitatea corpusculilor Meissner este semnificativ mai mare la femei fata de
barbati.
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3. Pacientii cu diabet zaharat prezintd densitati ale corpusculilor Meissner semnificativ
mai mici fata de subiectii sanatosi, aceaste diferente corelandu-se puternic negativ cu valorile
glicemiei bazale si moderat negativ cu valorile creatininei serice.

4. Pacientii cu diabet zaharat si punctaje mari ale chestionarului MNSI au avut mai
frecvent valori mai mici ale densitatilor corpusculilor Meissner.

5. Nu s-au detectat asocieri semnificative intre densitatea corpusculilor Meissner si
amplitudinea conducerii nervoase sau raspunsul vasodilatator la capsaicind, insa valorile arata
o tendinta spre semnificatic a parametrilor de reactivitate vasculara in asociere cu densitatea

corpusculilor.

Concluzii si contributii personale

Neuropatia diabetica perifericd este o complicatie frecventd a diabetului zaharat si un
factor important implicat in aparitia ulcerelor plantare, avand cea mai mare contributie la
necesitatea amputatiilor de membru inferior. Cu toate acestea, diagnosticarea neuropatiei
diabetice periferice in stadii incipiente reprezintd in continuare o provocare, in ciuda
diversitatii metodelor de evaluare existente. Alterarea raspunsului neurovascular cutanat in
cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse de capsaicina poate reflecta disfunctia fibrelor
nervoase subtiri (C si AJd), care sunt primele afectate in neuropatia diabeticd periferica.
Microscopia confocald de reflectanta in vivo (in vivo RCM) este o tehnicd imagistica noud ce
permite investigarea morfo-functionald a modificarilor microvascularizatiei cutanate in cadrul
reactiei inflamatorii neurogenice induse de capsaicind, cu o rezolutie inaltd, qvasi-
microscopicd. Aceasta tehnica permite evaluarea morfologiei si a densitatii corpusculilor
Meissener in pielea glabra a pacientilor cu diabet si poate fi inclusa in evaluarea initiala non-
invaziva si obiectiva a afectarii structurilor nervoase in cazul pacientilor cu diabet zaharat.

Tn cadrul acestei teze de doctorat, ne-am propus dezvoltarea unei metode de evaluare
micromorfologica si functionald a structurilor nervoase cutanate, utila pentru diagnosticarea
(in stadii subclinice) si monitorizarea neuropatiei periferice la pacientii cu diabet zaharat.
Astfel, am investigat cu ajutorul in vivo RCM modificarile microvascularizatiei cutanate n

diverse afectiuni tumorale/inflamatorii (studiul 1) si in cadrul reactiei inflamatorii
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neurogenice induse de capsaicind (raspusul neurovascular cutanat) pentru evaluarea
functionalitatii fibrelor nervoase periferice la pacientii cu diabet zaharat cu si fara modificari
ale conducerii nervoase (studiul 2). In cadrul unui studiu mai mic realizat pe pacienti proveniti
din studiul anterior, am investigat din punct de vedere micromorfologic structuri nervoase
cutanate (corpusculii Meissner) cu ajutorul in vivo RCM la pacientii cu diabet zaharat (studiul
3). Obiectivele principale din cadrul tezei de doctorat au fost atinse avand in vedere
rezultatele promititoare obtinute in cadrul cercetarilor doctorale. Acestea incurajeaza
utilizarea in vivo RCM pentru evaluarea functionalitatii fibrelor nervoase periferice si a
morfologiei si densitatii corpusculilor Meissner in diabetul zaharat, pentru diagnosticarea
neuropatiei diabetice periferice inainte de aparitia modificarilor electrofiziologice. In plus,
caracterul non-invaziv ale examinarii ofera posibilitatea repetarii analizarii la diferite intervale
de timp a aceleiasi regiuni cutanate, pentru monitorizarea progresiei bolii si a raspunsului la

tratamentul neuroprotector.

Contributiile personale aduse in domeniul utilizirii microscopiei confocale de

reflectanta cutanate in vivo sunt:

1. am investigat modificarile care apar la nivelul jonctiunii dermoepidermice (cu
accent pe microvascularizatia cutanatd, celulele inflamatorii) in diverse afectiuni
tumorale/inflamatorii cutanate, cu ajutorul in vivo RCM.

2. am analizat rolul in vivo RCM in diagnosticarea non-invazivd a amiloidozei
cutanate, evidentiind utilitatea clinicd a tehnicii In cazul pacientilor cu afectiuni (ex:diabetul
zaharat) ce pot ingreuna vindecarea dupa prelevarea biopsiei cutanate (am contribuit cu a
doua publicatie in acest sens din literatura internationali de specialitate).

3. am descris pentru prima oari in literatura de specialitate aspectul leziunilor de
limfom foliculocentric cutanat primar, o forma de limfom cutanat cu celule B, in microscopia

confocala de reflectanta in vivo.
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Contributiile personale aduse in domeniul diagnosticirii neuropatiei diabetice in

stadii cat mai precoce sunt:

1. am descris pentru prima datd rolul in vivo RCM 1in detectarea afectarii
functionalititii fibrelor nervoase periferice in diabetul zaharat prin evaluarea
raspunsului neurovascular cutanat in cadrul inflamatiei neurogenice cutanate induse de

capsaicina.

Pacientii cu diabet zaharat au avut valori semnificativ mai mici ale raspunsului
vasodilatator cutanat la capsaicind in comparatie cu subiectii sanatosi. In plus, pacientii care
au asociat modificari de neuropatie periferica la testarea electrofiziologicd au avut valori
semnificativ mai mici, atat fatd de cei fara neuropatie, cat si fatd de subiectii sdndtosi. Prin
urmare, disfunctia fibrelor nervoase periferice este prezenta in diabetul zaharat, Tnainte de
aparitia modificarilor electrofiziologice. In studiul nostru, modificdrile de reactivitate
neurovasculara s-au corelat pozitiv cu amplitudinea conducerii nervoase si am putut un realiza
un model predictie a neuropatiei diabetice periferice utilizind modificarile parametrilor
microvascularizatiei cutanate dupa aplicarea topicd a capsaicinei (raspusul neurovascular
cutanat). In plus, pacientii cu valori mai mari ale glicemiei au avut rispunsuri mai diminuate
ale reactivitatii neurovasculare la capsaicind, sugerdnd importanta controlului glicemic in

prevenirea progresiei afectarii fibrelor nervoase in diabetul zaharat.

2. am aratat utilitatea in vivo RCM in evaluarea micromorfologici a unor
structuri nervoase cutanate si rolul acestei tehnici imagistice in cuantificarea modificarilor

ce apar la nivelul corpusculilor Meissner in diabetul zaharat si neuropatia periferica.

In cazul pacientilor cu diabet zaharat am obtinut densititi ale corpusculilor Meissner
semnificativ mai mici fatd de subiectii sanatosi, reducerea densitatilor corpuculilor Meissner
fiind prezenta la pacientii diabetici Tnainte de aparitia modificarilor electrofiziologice si poate
reprezenta un marker al afectarii fibrelor nervoase nemielinizate (raspunsul vasodilatator la
capsaicind). In plus, am ardtat pentru prima dati asocirea dintre reducerea densititii

corpusculilor Miessner si valorile glicemiei si creatininei serice in diabetul zaharat, observatii
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care reflectd mecanismele patogenice complexe ale neuropatie diabetice si importanta

controlului glicemic Tn prevenirea progresiei aceasteia.
Dintre directiile viitoare de cercetare mentionam:

1. extinderea studiilor pe un numar mai mare de subiecti sdnatosi si pacienti cu diabet

zaharat cu si fara neuropatie diabetica pentru a putea stabili valoarea diagnostica a metodei.

2. stabilirea unor valori de referinta, care sd tind cont de sexul, varsta si suprafata
corporald a subiectilor, dar mai ales a unor protocoale standard ale metodei pentru a evita

variabilitatea rezultatelor obtinute.

3. completarea cu studii longitudinale in care sd se urmareascd evolutia in timp a
raspunsului neurovascular la capsaicinad/densitatea de corpsuculi Meissner la pacientii cu

diabet zaharat fara neuropatie la examenul clinic si testarea electrofiziologica.

4. corelarea rezultatelor obtinute cu examinarea morfologica si imunohistochimicd a
inervatiei cutanate (cu determinarea densitatii si morfologiei fibrelor nervoase intraepidermice
la nivelul tegumentului cu par si a corpusculilor Meissner in pielea glabra, a densitatii fibrelor
nervoase imunoreactive pentru SP, CGRP, TRPVI, precum si a expresiei acestor

neuropeptide si a TRPV1 la nivelul fibrelor nervoase)
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