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I. PARTEA GENERALA. OBIECTIVELE STUDIULUI

Bolile inflamatorii intestinale (BII) reprezinta o patologie de o reald importanta si
actualitate in sfera gastroenterologiei, chirurgiei generale si anatomiei patologice. BII sunt
reprezentate de colita ulcerativa (UC) si boala Crohn (BC), patologii cunoscute cu un
puternic caracter cronic cu perioade de recaderi si remisiuni. In pofida progreselor in
domeniul cercetarii axate in ultimele decade asupra acestor entitati, se remarca la ora actuala
insuficiente date stiintifice care sd permitd un abord medical optim, individualizat asupra
fiecarei categorii de pacienti si a diferitelor fenotipuri de boala inflamatorie intestinala.

Asa cum se observa in studii retro- si prospective, ratele de recdderi, complicatii
precum si evolutia catre forme refractare sau fulminante cu imperiozitatea interventiilor
chirurgicale rfaman in continuare la valori semnificative. Se remarca insa ameliorari ai
acestor parametri dupa introducerea terapiilor biologice cu anticorpi monoclonali precum si
a noilor molecule de tip anti-interleukini, inhibitorii JAK sau anti-integrina. In ansamblu,
ratele de remisiune endoscopica per molecula, analizate individual, nu depasesc 60-70% [1].
Asadar, devine stringent necesard desfasurarea unor arii de cercetare care sa obiectiveze
criterii si markeri utili In aprecierea prognosticului si monitorizarii pacientului cu BII.
Importanta temei alese deriva pe de o parte si din datele epidemiologice care indicd un avans
insemnat al incidentei si prevalentei n ultimele decade inclusiv in Romania [2], cu impact
care se rasfrange evident si asupra sistemului de sanatate.

In ceea ce priveste colita ulcerativd, pand la 90% dintre pacienti vor prezenta cel
putin o recddere pe parcursul vietii, iar o recddere precoce precum si lipsa unei remisiuni
sustinute Tn primii 2 ani de boala se asociaza cu un prognostic nefavorabil [3]. Conform unor
studii anterioare, pana la 25% dintre pacientii cu colitd ulcerativa vor fi supusi unei
colectomii totale, secundare refractaritatii bolii la terapia biologica [4]. Referitor la boala
Crohn, rata interventiilor chirurgicale este semnificativ mai crescuta, desi a cunoscut o
usoard ameliorare in ultimele decade; astfel, conform meta-analize, riscul chirurgical la 10
ani de la diagnostic este de aproximativ 40% [5], iar la 20 ani de la diagnostic 75% dintre
pacienti beneficiazd de o interventie chirurgicald. Asa cum s-a mentionat anterior, rata
interventiilor chirurgicale (care poate reprezenta un marker surogat al refractaritatii bolii la
terapia medicamentoasd) nu a cunoscut o scadere dramatica in ultimele decade, in pofida
aparitiei noilor molecule precum terapiile biologice, avand drept pivot Infliximab-ul
(moleculd de tip anti-TNF) aprobat in anul 1998 pentru boala Crohn [6] si in 2005 pentru

colita ulcerativa [7]. Un alt argument pentru actualitatea si importanta temei alese este riscul



crescut de aparitie a leziunilor displazice, respectiv a cancerului colo-rectal (CCR) la 6-8 ani
de la momentul diagnosticului [8]. In cadrul lucririi, probele de biopsie vor presupune
inclusiv detectarea modificarilor displazice si analiza imunohistochimicd a indicelui de
pozitivitate p53, respectiv a indicelui de proliferare Ki-67.

Astfel, principalele obiective specifice ale proiectului includ:

1. Extinderea cunostintelor si corelatiilor legate de parametri clinico-biologici,
endoscopici, histopatologici, imunohistochimici care intervin in bolile inflamatorii
intestinale, in scopul aprofundarii mecanismelor acestora.

2. Aprofundarea relatiei dintre inflamatia intestinald si dezvoltarea proceselor
displazice.

3. Completarea parametrilor histopatologici de diagnostic si urmarire a bolilor
inflamatorii intestinale, care sd permitd Tmbundtdtirea criteriilor utilizate in scorurile de
apreciere a activitatii/ raspunsului/ remisiei leziunilor.

4. Identificarea celor mai specifici parametri imagistici, histopatologici si
imunohistochimici pentru monitorizarea bolilor inflamatorii intestinale.

5. Identificarea categoriilor populationale aflate la risc crescut de evolutie catre
forme severe, ce impun strategii individualizate de monitorizare si escaladare (step-up) a
terapiei medicamentoase.

Pentru indeplinirea acestor obiective, abordarea interdisciplinard si multicentrica
reprezintd un element cheie, fiind implicati in studiul actual medici gastroenterologi si
anatomo-patologi din centre tertiare in managementul bolilor inflamatorii (Spitalul Clinic
de Urgenta Bucuresti, Institutul Clinic Fundeni, Spitalul Clinic de Urgenta Craiova).

In concluzie, studiul propune investigarea complexa, integrati, epidemiologica,
clinico-biologica, endoscopicd, histopatologicd, imunohistochimica si statisticd a unui
numdr de 46 de cazuri de boli inflamatorii intestinale prin analizd retrospectiva si
prospectivd, in contextul monitorizarii pacientilor si identificarea unor markeri de prognostic
si individualizare a terapiei medicamentoase. Rezultatele obtinute in acest studiu pot
contribui la rafinarea selectiei terapiei biologice din bolile inflamatorii intestinale, pot
imbunatati criteriile de evaluare endoscopica si histopatologica a leziunilor in vederea
ameliorarii prognosticului si pot identifica anumite subtipuri de pacienti care impun

escaladarea precoce a terapiei sau principii de monitorizare mai agresive.



II. CONTRIBUTII PERSONALE

1. Importanta remisiunii histologice in colita ulcerativa si a utilizarii scorului

histologic Nancy in practica curenta

1.1 Introducere

Colita ulcerativa este o afectiune inflamatorie cronica cu evolutie ondulanta, ce
prezintd In continuare un risc crescut pentru necesar de interventii chirurgicale la 1, 5 sau 10
ani de la diagnostic, in pofida unei ameliorari discrete in ultimele sase decenii [5]. Incepand
cu anii 1980, obiectivul principal al studiilor clinice a fost ameliorarea simptomelor. In anii
urmatori, dovezile cumulative au condus la crearea unor scoruri compozit ce urmareau ca
obiectiv final ameliorarea simptomelor si vindecarea mucoasei [9]. In CU, pacientii cu un
scor Endoscopic Mayo (Mayo Endoscopic Score - MES) > 1 prezinta risc triplu de recidiva
clinica comparativ cu cei cu MES 0 [10]. D'Haens a fost unul dintre primii autori care a
subliniat, inca din anul 2007, importanta remisiunii histologice, afirmand ca aceasta ar trebui
sa fie luata in considerare ca obiectiv secundar in studiile clinice [11]. Nu exista o metoda
standardizatd de raportare a remisiunii histologice, ceea ce limiteaza utilizarea clinicd a
acesteia in practica curentd. Dupa cum a demonstrat Lemmens et al., exista un grad ridicat
de variabilitate intre anatomopatologi in ceea ce priveste rapoartele histopatologice, cu
exceptia extremelor spectrului, si anume boald inactiva sau cu activitate inflamatorie severa
[12]. Scopul acestei lucrari este de a analiza datele disponibile privind cele mai recente si
validate scoruri histologice dezvoltate pentru colita ulcerativd si subcomponentele
individuale ale acestora, pentru a determina care este abordarea standardizatd optima in

practica.

1.2 Scoruri histologice in colita ulcerativa

Au fost concepute aproximativ treizeci de sisteme de clasificare pentru a evalua
activitatea histologica. Cu toate acestea, ele sunt utilizate in principal in scopuri de cercetare,
iar relevanta lor clinicd pentru influentarea tratamentului pacientilor este limitata [13]. Doar
o parte dintre acestea au fost supuse validarii, iar utilizarea unor sisteme de clasificare
nevalidate ar putea explica evolutia trenantd care se remarca in dezvoltarea unui scor
histologic care sa caracterizeze sistematic raspunsul in tratamentul CU.

Scorul Geboes (GS) a fost conceptualizat in urma cu peste 20 de ani ca sistem de

clasificare a activitatii histologice cu reproductibilitate buna, dar corelare modestd cu



sistemul de clasificare endoscopica [14]. Include sapte caracteristici histologice ale bolii
inflamatorii intestinale, dar din cauza complexitatii sale, acesta nu a fost adoptat niciodata
in practica zilnica, fiind mai degraba rezervat trial-urilor clinice. Remisiunea histologica este
definita ca GS continuu < 6 sau GS < 2 (absenta neutrofilelor de la nivelul epiteliului) [15].
Unul dintre primele studii care a evaluat prospectiv asocierea dintre scorul Geboes si evolutia
pe termen lung la pacientii cu CU a fost publicat in 2016 [16]. A fost inrolat in studiu un lot
de 179 de pacienti in remisiune clinicd; gradul histologic initial a fost singurul factor
independent asociat cu recaderea clinica la 12 luni. Un scor Geboes > 3.1 a avut o
sensibilitate de 74%, respectiv o valoare predictiva pozitiva de 40% pentru recadere. In cazul
unui scor Geboes de 0 sau 1, riscul relativ de recidiva clinica a fost de doar 0.22 [17].

Indicele Robarts a fost dezvoltat in 2017 si poate fi considerat o versiune simplificata
a GS, o analizd a trei cohorte prospective a aratat faptul cd ambele scoruri se coreleaza
puternic 1n ceea ce priveste definitiile raspunsului histologic, astfel ca 95% dintre pacientii
care au indeplinit criteriile pentru raspuns histologic conform RHI au prezentat raspuns si
dupa criteriile GS. Un numar foarte mic de studii compara sensibilitatea RHI cu cea a GS in
prezicerea recidivei clinice. Am identificat un astfel de studiu de tip prospectiv publicat in
2022 [18], care a inclus 187 de pacienti 1n remisiune clinica si endoscopica, la care s-au
efectuat biopsii rectale si remisiunea histologica a fost definitd ca RHI < 3. Riscul cumulativ
de recidiva la pacientii cu remisiune histologicd la 1 si 3 ani a fost de 20.7 (vs. 45% la
pacientii cu activitate histologicd) si respectiv 56.3% (vs. 67.8%) [18]. In mod surprinzitor,
intr-o analiza post-hoc [18], nu a existat nicio diferentd semnificativa In ceea ce priveste
riscul de recidiva intre pacientii care au obtinut remisiunea histologica si cei cu activitate
histologica limitata doar la nivelul laminei propria (infiltrat neutrofilic prezent in lamina
propria, dar nu si in epiteliu).

Indicele Nancy (NI) analizeaza trei caracteristici ale activitatii mucoasei: infiltratul
inflamator acut, cel cronic si prezenta ulceratiilor. Pentru calcularea NI, s-a constatat ca
acordarea a numai trei grade pentru infiltratul celular inflamator acut (absent, usor sau
moderat-sever) a fost suficientd, in timp ce includerea plasmocitozei bazale ca indice al
infiltratului inflamator cronic nu a imbunatatit sensibilitatea NI, fiind astfel considerata
redundanta [19]. Aceasta evaluare etapizata ia in considerare cel mai sever aspect al fiecareia
dintre cele trei caracteristici, este simpld, pragmaticd, ceea ce a condus la recomandarea
ECCO de a utiliza acest scor pentru practica clinica de rutina [20]. Remisiunea histologica
este definitd ca NI = 0, in timp ce NI < 1 defineste raspunsul histologic [19]. Datorita

aplicabilitétii clinice superioare, indicele Nancy a fost comparat cu scorul Geboes pentru a



se dovedi validitatea pe o cohorta mare, in care au fost inclusi peste 400 de pacienti [21]. S-
a demonstrat cd NI prezinta o corelatie foarte bunad cu GS, ambele scoruri identificand 92%
dintre pacientii fiind considerati a fi in remisiune histologica si 99% dintre pacientii cu

activitate histologica [21].

1.3 Markeri individuali ai activitatii histologice

Amplitudinea rolului pe care diferiti markeri histologici il au asupra rezultatelor
clinice a reprezentat subiectul unei review sistematic [22]. Absenta neutrofilelor din lamina
propria sau epiteliu a prezis un risc mai scazut de recddere sau exacerbare, cu un risc relativ
(RR) de 0.32 [22]. Aceste date sunt in contrast cu analiza post-hoc recent publicatd a
studiului mentionat, In care prezenta neutrofilelor in lamina propria nu a influentat
prognosticul [23]. Alte caracteristici care au prezis recaderea/exacerbarea au fost abcesele
criptice, prezenta eozinofilelor in lamina propria si infiltratul celular inflamator cronic. Pe
de alta parte, absenta plasmocitozei bazale, a agregatelor limfoide bazale si a deformarii

arhitecturii criptelor nu au fost asociate cu scaderea episoadelor de recidiva.

1.4 Concluzii

Luand in considerare dovezile prezentate mai sus, considerdam ca o abordare practica
ar fi benefici din mai multe perspective. In primul rand, uniformizarea rapoartelor
histopatologice, secundara utilizarii scorurilor de activitate ar determina o mai bund aderenta
in practica clinica si ar sustine implementarea remisiunii histologice ca obiectiv formal. In
al doilea rand, desi scorul Nancy pare a fi cea mai simplistd abordare, s-a dovedit validitatea
acestuia in comparatie cu scorul Geboes, semnificativ mai complex. In afara scorurilor
clinice, unele exhaustive, simpla examinare a statusului neutrofilelor intraepiteliale s-a
dovedit a fi precisd in ceea ce priveste prognosticul pe termen lung si reprezintd cel mai
precis marker histologic independent pentru remisiune. Actualmente, pledam pentru
principiul simplificarii in raportarea histologica prin utilizarea scorului Nancy asa cum am
procedat si n cadrul studiilor ce vor fi prezentate ulterior sau a caracterizarii statusului

neutrofilelor intraepiteliale, ca paramatru individual de activitate histologica.



2. Studiul prospectiv al evaluarii histopatologice in bolile inflamatorii intestinale

2.1 Introducere

Bolile inflamatorii intestinale (BII) prezinta un spectru larg de manifestari clinice si
grade diferite de severitate a bolii. Actualizarea consensului STRIDE a propus o abordare
temporald cu obiective pe termen scurt, intermediar si lung, vizdnd un raspuns simptomatic
la inceput si gradual urmarind vindecarea endoscopicd [24]. Vindecarea histologica este
mentionata doar cu grad de recomandare, fara a reprezenta o tinta formala, in special pentru
colita ulcerativa [24]. Vindecarea mucoasei are un anumit impact pozitiv asupra ratei
recidivelor sau a incidentei spitalizdrilor [25] insa este, fara indoiala, un marker imprecis al
activitatii histologice, deoarece mai mult de o treime dintre pacientii cu remisiune
endoscopicd nu prezintd vindecare microscopica simultana [26]. In acelasi timp, activitatea
histologici are cea mai puternici asociere cu riscul de recidiva clinica [16]. In consecinti,
unii experti iIn domeniul BII au afirmat cd remisiunea histologica ar trebui sa fie considerata
un punct final critic in studiile clinice [11]. Acest studiu aprofundeaza caracterizarea
probelor histologice la pacientii cu BII atat inainte, cét si in timpul tratamentului biologic,
cu scopul de a evalua impactul asupra evolutiei clinice, raspunsului la tratament si

managementului terapeutic, precum si corelatiile cu parametrii biochimici si endoscopici.

2.2 Materiale si metode

Acesta este un studiu prospectiv realizat in doua centre de referintd din Romania
(Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti si Institutul Clinic Fundeni) care evalueaza parametrii
histologici ai 40 de pacienti cu BII aflati in tratament biologic, in doua etape diferite ale
evolutiei bolii.

e in prima etapa, biopsiile au fost recoltate inainte de introducerea unei terapii
biologice (la pacienti biologic-naivi sau biologic-experimentati).

e 1in a doua etapi, pacientii au fost reevaluati la 6-12 luni pentru a compara
rezultatele histologice. Pentru o evaluare completa, au fost analizati simultan
parametrii clinici, biochimici (hemoleucograma, proteinda C reactiva,
calprotectind fecald) si endoscopici.

Pacientii au indeplinit conditiile pentru inrolare atunci cand evolutia bolii a impus
introducerea unei terapii biologice, ca escaladare de la terapia conventionala (pacienti naivi
la terapia biologicd) sau ca trecerea la o altd clasd din cauza pierderii raspunsului

primar/secundar (pacienti expusi la terapie biologicd). Rezultatele histopatologice au fost



expuse prin intermediului indicelui Nancy (NI), care este recomandat in practica zilnica
datorita acuratetei si accesibilitatii sale [27, 28]. Terapia a fost ghidata in conformitate cu
ghidurile actuale publicate de Organizatia Europeana de Boald Crohn si Colitd Ulcerativa
(ECCO) si de Societatea Britanica (BSG) [29,30].

2.3 Rezultate
2.3.1 Inflamatia acuta
Toti parametrii inflamatiei acute care au fost evaluati (criptita, abcese si ulceratii) au
avut o incidenta mai scdzutd in grupul de pacienti tratati comparativ cu evaluarea initiala.
Astfel, acumularea neutrofilelor in epiteliul criptelor (criptitd) sau ca agregate
neutrofilice in lumenul criptelor (abcese criptice), impreund cu pierderea criptelor si
inlocuirea acestora cu tesut de granulatie imatur sau exudat fibrinopurulent (ulceratie) au
fost ameliorate In urma tratamentului (Figura 1 A-E). De asemenea, impreunad cu fenomenele
inflamatorii acute ale BII, au fost obiectivate depletia de mucina si prezenta displaziei

(Figura 1F).

Figura 1. A. CU, inainte de tratament; criptita si abcese criptice, coloratie HE, x200. B. CU, acelasi

pacient dupd tratament (6 luni); ameliorare histologicad semnificativd (rezolutia criptitei si a
abceselor), HE, x200. C. CU, abces criptic, HE, x400. D. BC, inainte de tratament; ulceratie, HE,
x100. E. BC, acelasi pacient dupa tratament (7 luni); fibroza, HE, x100. F. CU, 1nainte de tratament;
depletie de mucina si displazie de grad scazut, HE, x200.



Cea mai semnificativd ameliorare a fost observatd pentru depletia de mucina, cu o
scadere procentuald de 57.8% (p = 0.018) in evaluarea din etapa a doua. Aceasta a fost
urmata de criptitd (54.5%), ulceratii (41,1%) si abcese (26.6%). In pofida ameliorarii
notabile a evaludrii histologice, singurul parametru care a atins semnificatia statistica a fost

depletia de mucina.

2.3.2 Inflamatia cronica

Evaluarea cazurilor de boli inflamatorii a obiectivat prezenta unor aspecte
histopatologice cu trasaturi de cronicitate reprezentate de infiltrarea plasmocitara localizata
profund in mucoasa, la baza criptelor, astfel acestea nu mai ating musculara mucoasei,
aparand de dimensiuni reduse (Figura 2A). S-a remarcat acumularea de celule limfocitare
mononucleare cu formarea de agregate limfocitare, unele cu centru germinal (Figura 2 B-
C),metaplazia de celule Paneth identificatd atat in cazuri de BC cat si CU (Figure 2 D-E),
precum si prezenta de granuloame in BC (Figura 2F). In toate cazurile s-au observat
distorsiuni arhitecturale

criptoepiteliale.

Figura 2. A. CU, plasmocitoza bazala, coloratie HE, x200. B-C. CU, agregate limfoide, HE, x100.
D. BC, status postoperator; metaplazie Paneth (peri-anastomoza ileo-colicd), HE, x200. E. CU,
metaplazie Paneth, HE, x400. F. BC, granulom si distorsiune arhitecturala, HE, x200.



Plasmocitoza bazald si modificarile metaplazice s-au ameliorat considerabil in

timpul evaludrii de control, cu o scadere de 83.3%, respectiv 64.2%. Ambii parametri au

atins semnificatia statistica (Figura 3). La evaluarea agregatelor limfoide nu a fost observata

o scadere similara procentual (27.5%). Granuloamele au fost detectate la acelasi numar de

pacienti cu BC (10%). Parametrii inflamatiei acute si cronice cu semnificatie statistica sunt

prezentati in figura 3.
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Figura 3. Caracteristici histopatologice cu semnificatie statistica (p <0.05) - plasmocitoza bazala,
depletie de mucina si modificari metaplazice.

Prin analiza univariata, prezenta agregatelor limfoide, a depletiei de mucina si a

ulceratiilor indica o asociere pozitiva puternica cu raspunsul la tratament (Odds Ratio >4).

La polul opus, pacientii cu un diagnostic de BII >5 ani si terapie biologica anterioara sunt

cel mai susceptibili privind lipsa raspunsului la tratament (OR 0.1 si respectiv 0.23) (Figura

4).
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Figura 4. Forest plot exprimand odds ratio pentru raspunsul la terapia biologica.



2.3.3 Indicele Nancy

Fara a cunoaste datele clinice sau endoscopice, medicul anatomopatolog a impartit
pacientii in 2 grupuri, ,,responderi”’ si ,,non-responderi’. Pacientii au fost clasificati ca
»responderi” in cazul ameliorarii a cel putin 2 parametri histologici. Analiza statistica
evidentiaza acuratetea NI >1 in definirea responderilor la tratament, in timp ce NI >3 este
asociat cu lipsa de raspuns in BII (Figura 5). In afara de indicele Nancy, am evaluat date
clinice, biochimice si endoscopice cu scopul de a identifica acuratetea si sensibilitatea
fiecarui parametru in predictia raspunsului la tratament. Indicele Nancy este cel mai precis
(88%), sensibil (92%) si specific (88%) parametru 1n identificarea responderilor la tratament.
Activitatea endoscopica are o sensibilitate rezonabila (86%), dar este lipsita de specificitate
(60%). La capatul opus al spectrului, activitatea clinica (HBI la pacientii cu CD si, respectiv,
cMS la pacientii cu CU) este lipsitd atat de sensibilitate, cat si de specificitate (36% si
respectiv. 66.6%). Surprinzator, calprotectina fecald a avut o sensibilitate mai mica
comparativ cu datele din alte studii (60%).
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Figura 5. Analiza de regresie logisticd, sensibilitatea si specificitatea indicelui Nancy si
compararea cu parametri clinici, biochimici si endoscopici.

2.4 Concluzii

Exista cateva motive care justificd alegerea noastra de a nu limita analiza histologica
doar la un scor histologic, ci a investiga si parametri inflamatori individuali cu caracter acut
si cronic. In studiul nostru, plasmocitoza bazali a fost o caracteristici ameliorati
considerabil dupa tratament, in special la pacientii din grupul CU (prezenta in 55% din probe
inainte de terapia biologicd vs. 10% in timpul monitorizarii). Dimensiunile reduse ale

agregatelor limfoide in timpul tratamentului au fost de asemenea observate la pacientii
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responderi, constatare In concordanta cu o altd cohortd de pacienti tratati cu Vedolizumab
[31]. Prezenta depletiei de mucind a fost semnificativ redusa in probele biopsice obtinute
dupa tratament (40% vs 95%). Potrivit lui Villanacci et al., restaurarea completa a expresiei
de mucind ar trebui sa fie consideratd un marker histologic al vindecarii mucoasei [32].

Conform analizei univariate, factorii asociati cu raspunsul la tratament au fost
reprezentati de depletia pronuntatd de mucind, ulceratii si agregate limfoide observate in
probele index (inainte de tratament). Studiul subliniazd de asemenea importanta indicelui
Nancy, care este un instrument mai simplu, dar cu sensibilitate naltd in evaluarea
raspunsului la tratament. Considerdm ca ameliorarea histologica a parametrilor individuali
ar trebui sd fie implementatd ca obiectiv pe termen lung in ghidurile viitoare, alaturi de

utilizarea scorului Nancy atat pentru colita ulcerativa, cat si pentru pacientii cu boala Crohn.

3. Analiza imunohistochimica in bolile inflamatorii intestinale - este subestimata

importanta interleukinei-10?

3.1 Introducere

Fundamentele fiziopatologice implicate 1n exacerbarea inflamatiei prin expresia
diferitelor citokine la nivelul mucoasei au evoluat in ultimele decenii. Interleukinele
reprezinta o categorie particulard de citokine produse de macrofage, limfocite T, neutrofile,
mastocite si celule epiteliale [33, 34]. Citokinele precum TNF-q, IL-1f si IL-6, pot provoca
leziuni tisulare [35-37], in timp ce IL-10 este de obicei recunoscutd ca o moleculd
antiinflamatorie [34, 38, 39]. Scopul acestui studiu a fost evaluarea prospectiva a
parametrilor imunohistochimici ai principalelor citokine inflamatorii implicate 1In
fiziopatologia BII. Literatura de specialitate prezintd o paucitate remarcabild in ceea ce
priveste corelatiile imunohistochimice si histologice in probele biopsice de la pacientii cu
BII. Prezentul studiu abordeaza aceste lacune importante, vizand in acelasi timp si potentiala
identificarea a unui subset de pacienti cu risc ridicat in functie de caracteristicele

imunohistochimice.

3.2 Materiale si metode
Am efectuat un studiu prospectiv de evaluare a parametrilor imunohistochimici
(IHC) pe un lot de 46 de pacienti diagnosticati cu BII, in doud etape diferite ale evolutiei

bolii, cu indicatie de tratament biologic din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti. In

11



paralel, un lot control de 10 pacienti "aparent sdnatosi", non-BII (cu rezultat colonoscopic
normal, prezentati in regim ambulatoriu) a fost de asemenea supus unei analize [HC similare
pentru a creste puterea statisticd. Cuantificarea manuala a testelor IHC si reproductibilitatea
sistemelor de notare sunt foarte subiective [40], astfel cd pentru a Tmbunatati acuratetea
evaluadrii imunohistochimice si datoritd numeroaselor tipuri celulare potential secretante de
citokine, a fost efectuata si o doua metoda de cuantificare semnicantitativd a marcajelor IL-
1B, IL-6, TNF-a si IL-10, bazat pe densitatea optica integrata (IOD). In cazul Ki67 si P53
am utilizat pentru cuantificare indexul de proliferare IP-Ki67 si indexul de pozitivitate IP-
P53, obtinute prin raportarea celulelor epiteliale pozitive, la numarul total ce celule epiteliale
pe camp microscopic de 40x. Pentru fiecare caz au fost numarate celulele pozitive pentru 5
campuri microscopice, care au avut marcajele cele mai mari (hot spot), ulterior media

valorilor fiind cea utilizata pentru analiza.

3.3. Rezultate

3.3.1 Analiza imunohistochimica a TNF-a

Marcajele IHC au fost prezente la nivelul celulelor epiteliale (enterocite, celule
mucinoase), la nivelul epiteliilor normale, reactive si displazice, dar si la nivelul elementelor
stromale. Cea mai crescuta medie a IOD a fost observata in probele la nivelul carora s-au

obiectivat displazie, abcese, depletie de mucind si plasmocitoza bazald (Figura 6).
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Figura 6. IOD medie a TNF-a la pacientii cu BII (displazie, abcese, depletie de
mucind si plasmocitoza bazala).

Grupul nostru a evaluat valoarea IOD medie pentru TNF-a inainte si dupa tratament
la pacientii care au prezentat raspuns la tratament (responderi) fatd de non-responderi.

Responderii au fost definiti printr-o scadere de >3 puncte a scorului Mayo (CU) sau o scadere
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>2 puncte a indexului Harvey Bradshaw (HBI) fata de valorile initiale (BC), in conformitate
cu definitiile utilizate anterior in studiile clinice [41, 42].

In mod relativ surprinzitor, compararea imunoexpresici TNF-o intre
cele doud grupuri nu a condus la diferente semnificative din punct de vedere statistic, in
pofida faptului cd grupul non-responders a prezentat o valoare TNF- a IOD medie usor mai
crescutd Tnainte de tratament la pacientii cu CU. La pacientii cu BC, diferenta a fost aproape

neglijabila. Valorile post-tratament au fost relativ similare in BC (Figura 7).
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Figura 7. IOD medie pentru TNF-a inainte si dupa tratament.

O analiza similara in subgrupul de pacienti care a urmat terapie biologicd anti-TNF-
o (Infliximab si Adalimumab) nu a identificat de asemenea o diferenta si nicio variatie post-

tratament cu impact statistic intre responderi vs non-responderi (Figura 8).
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Figura 8. IOD medie pentru TNF-a post-tratament la pacientii tratati cu terapie anti-TNF-
o (responders vs. non-responders).
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A fost observata o corelatie pozitivd (R =0.42, p=0.04) intre valoarea calprotectinei
st IOD asociat TNF-a pre-tratament (Figura 9, stinga). O relatie similard poate fi observatd

si Intre TNF-a post-tratament si gradul displaziei (R = 0,55, p-valoare = 0,006) (Figura 9,

dreapta).
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Figura 9. Coeficientul de corelatie Pearson a IOD medie intre TNF-a (inainte de tratament) si
calprotectina fecald, respectiv gradul displaziei.

3.3.2 Analiza imunohistochimica a Interleukinei-1p si IL-6

Expresia la nivelul mucoasei a IL-1f si IL-6 a fost relativ constanta intre evaluarea
pre- si post-tratament, fara discrepante majore. Valorile IOD medii ale IL-1f dupa tratament
au avut tendinta de a fi usor mai crescute la pacientii BC fara raspuns terapeutic comparativ
cu cei care au raspuns, dar a existat doar o diferenta insignifianta (Figura 10). In acelasi timp,
valorile IOD medii in cazul IL-6 au ramas relativ stabile intre evaluarile pre- si post-

tratament atat la pacientii cu BC, cét si in cazul CU (Figura 11).

IL-1B : Before in CD Patients IL-1B : After in CD Patients IL-1B : Before in UC Patients IL-1 : After in UC Patients

ttest pvalue:0.470 Significance: .. ttest pvalue:0.150 Significance: n.s ttest p-value: 0.528 Significance: n.s. titest pvalue: 0.688 Significance: n.s.

©

60,000 60,000 60,000 60,000

50,000 50,000 50,000 50,000 {
2 5 : * 5
8 & 8 ]
g 2 g 2
< 40,000 5 40,000 & 40,000 5 40,0001
3 o 8 ]
° p g c
§ 30,000 § 30,000 § 30,000 § 30,000 {
H H s
7 20,000 T = 20,000 7 20,000 = 20,0001

10,000 10,000 10,000 == 10,0001 o

— : il = e
—~— > - = - e —=
0 0 0 0
Responsive Non-Responsive Responsive Non-Responsive Responsive Non-Responsive Responsive Non-Responsive

Response Group Response Group Response Group Response Group

Figura 10. IOD medie pentru IL-1p (grupul de control vs. grupul BII).
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Figura 11. IOD medie pentru IL-6 (grupul de control vs. grupul BII).

3.3.3 Analiza imunohistochimica a Interleukinei-10

Valorile IOD medii ale IL-10 au fost remarcabil mai mari in grupul de control

comparativ cu pacientii cu BC si CU (valoare p =0.001) (Figura 12).
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Figura 12. IOD medie a IL-10 (grupul de control vs. grupul BII).

In grupul de pacienti responders, 10D medie a IL-10 post-tratament a fost
semnificativ mai mare comparativ cu evaluarea index la pacientii cu BC si CU (valoare p =
0.001). La pacientii cu BC non-responders, valorile IOD au fost relativ similare Tnainte si
dupa tratament. In cazul grupului CU, valorile IOD au fost usor mai mari post-tratament desi
nu au atins pragul de semnificatie statistica (valoare p = 0.08) (Figura 13). Valorile IOD
medii ale [L-10 inainte de initierea tratamentului au fost semnificativ mai scazute la pacientii

cu BII care au prezentat raspuns terapeutic fatd de non-responderi, cu o valoare p < 0,001

(figura 14). Nivelul IL-10 pre-tratament se coreleaza pozitiv in special cu indicele Nancy
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post-tratament (valoare p < 0.001). Prin urmare, poate reprezenta un indicator util pentru a

prezice esecul terapiei biologice (Figura 15).
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Figura 13. Valorile IOD medii ale IL-10 (pacienti BII responderi vs. non-responderi)
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Figura 15. Coeficientul de corelatie Pearson, IL-10 pre-tratament si indicele Nancy post-tratament.

3.4 Concluzii

TNF-a este o citokina cu rol central in fiziopatologia BII, iar terapia anti-TNF-a
reduce inflamatia si ajut la vindecarea mucoasei [43]. In studiul nostru, pacientii din grupul
CU au avut o expresie TNF-o mai mare comparativ cu pacientii cu BC. Nu exista date clare
care s compare nivelul de TNF-a la nivelul mucoasei la pacientii cu CU fata de pacientii cu
BC, dar analizele anterioare au sugerat ca nivelurile TNF-a de la nivelul mucoasei inflamate
inainte de initierea terapiei ar putea prezice raspunsul la tratament, in timp ce nivelurile post-
tratament ar putea fi considerate un indice al eficacitdtii tratamentului anti-TNF-a [44, 45,
46]. In studiul nostru, expresia TNF-o a fost semnificativ mai crescuta la pacientii din grupul
CU comparativ cu pacientii cu BC. Cea mai mare densitate optica integratad a fost observata
la pacientii cu displazie, abcese, depletie de mucina si plasmocitoza bazala. Non-responderii
au prezentat o expresie a TNF-a mai mare inainte si dupd tratament atat in CU, cat si in BC,
comparativ cu responderii. In mod contrar, aceeasi analizd efectuatd in subpopulatia tratata
cu terapie anti-TNF-a (Infliximab si Adalimumab) nu a evidentiat o diferenta substantiald in
expresia TNF-a intre responderi si non-responderi. 1L-1p si IL-6 sunt citokine importante
cu rol atit in inflamatia intestinala, cat si in cancerul colorectal [47]. In grupul nostru de
pacienti am observat o corelatie pozitivd intre valorile IOD medii ale IL-6 si TNF-a.
Evaluarea IL-1p a relatat niveluri similare pre- si post-tratament in CU, in timp ce, pentru

pacientii cu BC, valorile post-tratament au fost mai mari la non-responderi.
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In contrast cu citokinele inflamatorii prezentate anterior, IL-10 exercitd efecte
imunosupresoare asupra celulelor dendritice si macrofagelor prin inhibarea rolului lor de a
stimula celulele T efectoare [48, 49]. Grupul control a avut niveluri semnificativ crescute ale
expresiei IL-10 la nivelul mucoasei comparativ cu pacientii cu BIIL In cohorta BII, pacientii
non-responderi au avut niveluri mai ridicate inainte de tratament in comparatie cu cei care
au raspuns la tratament. Expresia IL-10 post-tratament in aceastd categorie a fost relativ
similard in BC si doar usor mai crescuta in CU, desi acest lucru nu a prezentat semnificatie
statistica (valoarea p = 0.08). In schimb, in grupul de pacienti responderi, atat pacientii din
cohorta CU, cat si cei cu BC s-a obiectivat pre-tratament o imunopozitivitate IL-10 foarte
scazutd si o crestere vizibila a valorilor IOD post-tratament (p = 0.001). A existat o diferenta
semnificativa din punct de vedere statistic (valoare p < 0.001) in valorile IOD medii ale IL-
10 Tnainte de tratament intre responderi si non-responderi la pacientii cu BII. O observatie
interesantd poate fi facutd atunci cand se evalueaza relatia dintre valorile IL-10 IOD pre-
tratament si indicele Nancy post-tratament. A existat o corelatie pozitiva clard (valoarea
Pearson R = 0.71) 1intre acesti doi indici, sustindnd astfel ideea cd expresia
imunohistochimicad ridicatd pentru IL-10 inainte de tratament prezice esecul terapiei
biologice. Practic, o evolutie prelungita a bolii este asociatd cu o expresie slaba a IL-10 in
probele de biopsie post-tratament, care, cel putin in studiul nostru, reprezinta o caracteristica
a lipsei de raspuns la tratament. Expresia ridicata a interleukinei-10 inainte de tratament este
asociata cu esecul terapiei biologice, cu activitatea inflamatorie histologica si o duratd mai
lunga a bolii. Aceasta serveste drept instrument util pentru identificarea unui subgrup de
pacienti cu BII cu risc ridicat care necesitd terapii biologice initiate precoce si pentru

orientarea unei strategii de supraveghere intensiva.

4. Rolul chirurgiei in tratamentul bolilor inflamatorii intestinale in era

tratamentului biologic: un studiu multicentric in Romania

4.1 Introducere

Bolile inflamatorii intestinale sunt afectiuni idiopatice caracterizate prin activarea
cronica si alterarea raspunsului imun de la nivelul tractului digestiv la persoane susceptibile
genetic. Desi terapia biologica a devenit un pilon central Tn managementul acestor afectiuni
odatd cu aprobarea de catre FDA in 1998 a tratamentului cu Infliximab, aproximativ

jumatate dintre pacienti vor necesita tratament chirurgical la 10 ani de la diagnostic si
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aproximativ o treime vor suferi o a doua interventie chirurgicala in urmatorii 5 ani [50]. in
cazul BC, interventiile chirurgicale sunt in general necesare pentru tratarea complicatiilor
(precum stricturile fibroase, afectare perianald), iar in CU chirurgia se impune in cazurile de
colitd fulminanta refractard la tratamentul medicamentos. Exista date contradictorii in ceea
ce priveste rolul tratamentului biologic in reducerea ratelor de recurentd postoperatorie a
bolii si necesitatea interventiilor chirurgicale secundare [51]; unele studii au obiectivat
ameliorarea remisiunii endoscopice postoperatorii [52], insd alte date nu au evidentiat
superioritatea terapiei biologice [53]. Devine astfel necesara analiza obiectiva si elucidarea
cauzelor pentru care ponderea efectudrii interventiilor chirurgicale se mentine la un nivel
crescut, in pofida ameliorarii ratelor de vindecare mucosald si histologica. Astfel, ne
propunem sa identificdm factorii de risc si sa analizam impactul terapiei biologice asociat

tratamentului chirurgical in BIIL.

4.2 Materiale si metode

Studiul este tip cohorta, retrospectiv, multicentric, fiind inrolati pacienti cu BII din
trei centre tertiare din Bucuresti, Romania (Institutul Clinic Fundeni, Spitalul Clinic de
Urgentd Bucuresti si Spitalul Clinic de Urgenta Sfantul Ioan). Toate datele au fost colectate
retrospectiv din dosarele medicale ale pacientilor (spitalizati intre ianuarie 2017 si iunie
2021) si au fost pastrate anonime si in conformitate cu Declaratia de la Helsinki. Au fost
inclusi in studiu pacientii cu varsta mai mare de 18 ani cu diagnostic histopatologic de boala
Crohn sau colita ulcerativa care au suferit o interventie chirurgicald legatd de BII. Dintr-un
total de 540 de cazuri identificate, au fost inclusi 56 de pacienti care au suferit interventii
chirurgicale in perioada mentionatd. Au fost urmate recomandarile ECCO (European
Crohn's and Colitis Organisation) si BSG (The British Society of Gastroenterology) in ceea

ce priveste managementul terapeutic al BII.

4.3 Rezultate

Mai mult de jumatate (66%) dintre pacientii inclusi in studiu au fost diagnosticati
intre 20 si 40 de ani. Aceasta observatie ar putea confirma rezultatele studiilor prospective
care indica varsta tandra la diagnostic ca fiind factor predictiv negativ pentru evolutia BII
alaturi de un nivel pre-tratament scazut al IL-10 [54] precum si pentru necesitatea
interventiilor chirurgicale [55]. Dintre pacientii diagnosticati cu BII, 10.37% (56/540) au
necesitat cel putin o interventie chirurgicald pe parcursul evolutiei bolii. Majoritatea

pacientilor (45 de pacienti, 80.35%) care au suferit interventii chirurgicale erau cunoscuti cu
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BC. In ceea ce priveste fenotipul bolii, aproape jumdtate dintre pacientii cu BC operati (22/45
pacienti, 48.8%) au prezentat afectare ileocolonica (L3 Montreal), urmatad de afectarea
colonica (16 pacienti, 35.5%) si ileala (7 pacienti, 15.5%). Cel mai frecvent comportament
al BC a fost cel stenozant (55%), urmat de boala penetranta (45%); aproape o treime din
ultimul subgrup a asociat afectare perianala. Conform asteptarilor, majoritatea pacientilor cu
diagnostic de CU care au fost supusi unei interventii chirurgicale prezentau afectare extinsa
(pancolitd/E3 Montreal) (7/11 pacienti, 63.6%). Un singur pacient a prezentat afectare
limitatd (proctita). In mod similar, date din Elvetia indici OR de 2.5 pentru interventia
chirurgicald la pacientii cu afectare extinsd [54]. S-a demonstrat In contrapondere rolul
benefic al raspunsul la tratament in cazul pacientilor cu depletie de mucind, ulceratii si
agregate limfoide [55].

Varsta medie a pacientilor care au suferit interventii chirurgicale a fost de 35.1 +13.3
ani. Media de diagnostic a BII a fost de 32.6 + 13.3 ani, astfel ca a existat un interval <3
ani intre diagnostic si momentul primei interventii chirurgicale. In plus, jumitate dintre
interventiile chirurgicale au fost efectuate in primul an de la diagnostic. Dintre interventiile
chirurgicale, mai mult de jumatate (51.8%) au fost efectuate in regim de urgenta, iar 48.2%
in regim electiv. Cea mai frecventa indicatie de interventie chirurgicald a fost reprezentata
de ocluzia intestinala (44%) - stenozele ileonului terminal si ale valvei ileocecale au fost cele
mai frecvente situsuri ale obstructiei (64%), urmate de colonul sigmoid (16%), ileocolon
(12%) si jejun (4%). Stenoze multiple au fost obiectivate la un singur pacient (4%).
Perforatia, colita fulminanta si formarea de fistule/abcese se situeaza pe locul al doilea ca
frecventd pentru efectuarea interventiei chirurgicale in urgentd, reprezentand un total de
40%.

Toate perforatiile (8/8) au fost inregistrate la pacienti cu BC cu fenotip stenozant si
penetrant. Doud dintre acestea cazuri au prezentat caracter iatrogenic, dupad dilatare
endoscopica cu balon a unor stenoze la pacienti cu afecatare ileo-colonica. In ambele cazuri,
s-a efectuat colectomie segmentara cu formarea unei stome iar rezultatul postoperator a fost
unul favorabil. In cazul CU, colita fulminanti a fost raportati la 8 pacienti. Este important
de mentionat faptul ca pentru majoritatea pacientilor (6/8) se initiase tratament biologic anti-
TNF finainte de aparitia complicatiei. Tratamentul chirurgical a fost reprezentat de
colectomia subtotala sau proctocolectomie cu ileostomie. Rata mortalitatii a fost de 1.8% (1
caz). Decesul raportat a fost cauzat de peritonita generalizata prin perforatia unei mase
inflamatorii de la nivelul ileonului terminal al unui pacient cunoscut cu BC. Se remarca

faptul ca pacientii cu terapie biologica initiata inainte de interventia chirurgicald au avut o
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varstd medie mai micd la momentul diagnosticarii BII (p = 0.005) si de asemenea si la
momentul efectudrii interventiei chirurgicale (p = 0.005). In plus, am identificat un numar
semnificativ mai mare de pacienti cu BC fara terapie biologicd preoperatorie care au
necesitat interventie chirurgicald; la spectrul opus, in CU majoritatea pacientilor au fost
refractari la terapia biologica si au fost supusi ulterior interventiei chirurgicale (p = 0.016).
In mod surprinzitor, nu au existat diferente semnificative statistic intre cele trei grupuri in
ceea ce priveste fenotipul BII, manifestarile extraintestinale, tipul interventiei chirurgicale si
complicatiile postoperatorii.

Am comparat, de asemenea, variabilele mentionate anterior intre pacientii cu BC si
CU (Tabelul 1). Constatarea semnificativa din punct de vedere statistic (p < 0.001) a fost
asocierea fenotipului BII cu o implicare ileocolonicd in BC (L3) si a CU extinse (E3) cu risc
riscul crescut de interventie chirurgicald. Momentul initierii tratamentului biologic, tipul de
interventie chirurgicala (electivd/urgentd) si complicatiile postoperatorii nu par sa

influenteze rata interventiilor chirurgicale intre cele doud grupuri.

Tabelul 1. Compararea subgrupurilor BC si CU.

Variabila BC CU Valoare p
(n=45) (n=11)
Sex (M/F (%)) 51.1/48.9% 54.5/ 45.5% 0.838
Varsta (medie 1= DS) 3244 £ 14.41 33.55+8.11 0.809
Varsta la momentul interventiei (medie 35.09 + 14.48 35.64 £ 8.04 0.905
+ DS)
Fumator (da/nu) 13.3/86.7 0/ 100% 0.334
Tratament biologic (da/nu) 80/ 20% 90.9/9.1% 0.667
Momentul initierii tratamentului 41.7/ 58.3% 60/ 40% 0.475
biologic
(<3 luni />3 luni)
Fenotipul BII
L1/L2/L3 15.5/35.5/48.89%  / <0.001
E1/E2/E3 / 9.1/27.3/ 63.6%
Manifestari extraintestinale (da/nu) 22.2/78.8% 9.1/90.9% 0.434
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Tipul operatiei (electiva/in urgenta) 48.9/51.1% 45.5/ 54.5% 0.883

Complicatii postoperatorii precoce 20/ 80% 18.2/ 81.8% 0.631
(da/nu)
Complicatii postoperatorii tardive 12/33 (26.7/73.3%)  36.4/ 63.6% 0.711
(da/nu)

4.4 Concluzii

Exista cateva observatii care ar putea explica rata mai scazutd a interventiilor
chirurgicale in studiul actual. In primul rand, intervalul de analiz retrospectiva a fost mai
scurt pentru cohorta noastra (60 de luni) comparativ cu studiile mentionate anterior. in al
doilea rand, a existat un raspuns eficient al Infliximab pentru vindecarea fistulelor (in 70%
din cazuri s-a observat inchiderea fistulei intr-o perioada medie de timp de 12 saptamani).
In al treilea rand, in aproximativ 20% din cazuri a fost preferati o abordare terapeutica
intensiva, cu initierea precoce a terapiei biologice (fop-down approach) la pacientii cu boala
inflamatorie cu factori de risc pentru o evolutie potential agresiva. Exista date care indica
faptul ca introducerea precoce a tratamentului biologic poate ameliora raspunsul terapeutic
printr-o remisiune mai rapida, prin scaderea necesarului de corticosteroizi si prin reducerea
sau intarzierea necesitatii unei interventii chirurgicale.

Cu toate acestea, a fost observata o ratd ridicata de interventii chirurgicale in primul
an de la diagnostic, aproximativ jumatate fiind efectuate in acest interval. Au fost analizate
datele pacientilor, iar varsta tdnard la diagnostic, implicarea ileald si semnele
clinice/endoscopice de modificari stenozante au fost principalii factori care au contribuit la
evolutia fulminantd a bolii. Se remarca o rata crescutd a complicatiilor postoperatorii, in
principal legate de stoma. Aceasta ar putea fi determinata de faptul ca aproape jumatate
dintre interventiile chirurgicale (48%) au fost efectuate in regim de urgenta (<48-72 h de la
prezentarea la camera de gardd). Comparativ cu alte studii, numarul interventiilor
chirurgicale in regim de urgentd a fost semnificativ mai mare. In studiul nostru terapia
biologicd a fost initiatd inainte de momentul operator la doar 28.5% dintre pacienti,
comparativ cu 53.5% dupa operatie. Este justificatd astfel intrebarea daca initierea timpurie
a terapiei biologice ar fi adus un beneficiu suplimentar. Infliximab si Adalimumab au
reprezentat agentii biologici cel mai frecvent utilizati. Conform ghidurilor AGA (American
Gastroenterological Association) initierea precoce a terapiei biologice in termen de 8

saptamani dupd operatie este consideratd sigurd si beneficd [56]. Studiul de fata a ardtat
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faptul ca terapia biologicd nu a avut un impact semnificativ statistic asupra tipului de
interventie chirurgicala (in urgenta vs. electiva) si nu a avut nicio influenta in ceea ce priveste
complicatiile postoperatorii precoce sau tardive.

in concluzie, managementul pacientilor cu boald inflamatorie intestinald este de
inalta complexitate, cu anumite particularitati individuale care impun adesea o abordare
multidisciplinara. Evolutia imprevizibila a bolii si eforturile clinicienilor pentru mentinerea
remisiunii endoscopoce/histologice pe termen lung std la baza dezvoltarii de molecule
terapeutice noi. Este esential sa identificdm factorii de prognostic negativ care pot conduce
la un comportament agresiv al bolii si, nu in ultimul rand, stabilirea indicatiilor si a
momentului oportun de initiere a terapiei biologice si al interventiei chirurgicale pentru a

asigura cea mai bund ingrijire medicald pentru pacienti.

5. Concluzii si contributii personale

5.1 Concluzii

Bolile inflamatorii intestinale au cunoscut cel mai semnificativ progres in domeniul
terapeutic dintre patologiile gastrointestinale din ultimele doua decade, beneficiind de
aparitia a numeroase molecule cu actiune concertata asupra principalelor citokine implicate
in fiziopatogenia lantului imunogenic. In paralel, tintele terapeutice au capatat gradual un
caracter stringent, fiind intens dezbatut beneficiul remisiunii histologice.

Inductia si mentinerea remisiunii bolii ramdn componente esentiale ale
managementului terapeutic, aldturi de strategia de monitorizare. Ameliorarea recdderilor s-
a remarcat in cazul unei determinari seriate de markeri inflamatori (calprotectina si proteina
Creactiva), cu escaladarea terapiei (step-up) in cazul elevarii acestora chiar si sub persistenta
semnelor de remisiune clinicd. Absenta remisiunii microscopice reprezintd un marker de
vindecare incompletd ce predispune la pierderea raspunsului terapeutic. In contrapondere,
sunt discutabile cost-eficienta si riscurile adverse asociate expunerii unor succesiuni de
molecule biologice in cazul in care pragul de switch terapeutic ar fi reprezentat de obtinerea
remisiunii histologice complete. Astfel, au existat nuantari care invocd o abordare axata
asupra fenomenului de "ameliorare histologicd", cu analiza individuald si compararea
temporald intre parametri histopatologici cu caracter inflamator. Consideram ca aceasta
reprezintd un compromis optim privind prognosticul pe termen lung si a reprezentat una

dintre temele abordate in cadrul lucrarii curente. Anumiti parametri precum plasmocitoza
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bazald nu sunt componente ale scorurilor histologice, insa au dovedit o asociere clard cu
riscul de recidiva clinic. In cadrul studiului nostru, plasmocitoza bazala, agregatele limfoide
si depletia de mucina au reprezentat modificarile histopatologice cu cea mai importantd
ameliorare in urma tratamentului biologic la pacientii cu raspuns clinic si biologic. Am
pledat de asemenea pentru simplificare si uniformizare in raportarea rezultatelor
histopatologice, existdnd discrepante majore la nivel global privind practica curenta.
Consideram cd scorul Nancy reprezintd o abordare practica si in pofida simplitatii a fost
dovedita validitatea In comparatie cu scorul Geboes si indeplineste criteriile necesare pentru
utilizarea de rutind in colita ulcerativa, dar si in boala Crohn.

Absenta remisiunii endoscopice si histologice sunt responsabile pentru persistenta
ratelor crescute de interventii chirurgicale, astfel ca ne-am propus sa realizdm unul dintre
putinele studii din Romania care investigheaza caracteristicile clinice, biologice si
terapeutice ale acestei subpopulatii refractare la terapia biologica. Majoritatea interventiilor
chirurgicale au fost efectuate in primul an de la diagnostic, fiind aduse in discutie drept
posibile explicatii latenta diagnosticd precum si temporizarea primei evaluari medicale in
cazul pacientilor cu debut insiduos. Nu a fost identificata o relatie cauzd-efect intre terapia
biologica si complicatiile postoperatorii, acestea din urma fiind corelate mai degraba cu
interventiile efectuate in regim de urgenta.

Un alt punct major de interes al tezei de doctorat a fost reprezentat de dinamica
alterarii expresiei imunohistochimice a principalelor citokine implicate Tn bolile inflamatorii
intestinale, precum si identificarea unor markeri cu rol prognostic. Imunoexpresia
citokinelor inflamatorii a fost urmaritd Tnainte si dupa efectuarea tratamentului biologic,
fiind realizate teste comparative si intre subgrupurile de pacienti responderi si non-
responderi. Contrar cu datele din literatura prezentate anterior care au sugerat ca nivelurile
TNF-o de la nivelul mucoasei inainte de initierea terapiei ar putea prezice raspunsul la
tratament, In timp ce nivelurile post-tratament sunt considerate un indice al eficacitatii
tratamentului anti-TNF-a, nu am identificat in studiul curent diferente care sa atinga pragul
de semnificatie statisticd Intre pacientii responderi si non-responderi si nici intre
subgrupurile de pacienti care au urmat terapie de tip anti-TNF-a 1n raport cu celelalte clase
de molecule biologice.

Analiza imunohistochimica a IL-10 a obiectivat un nivel semnificativ mai crescut al
expresiei in grupul de pacienti control comparativ cu BIIL In cadrul cohortei BII, pacientii
non-responderi au prezentat pre-tratament un nivel semnificativ mai ridicat in raport cu

pacientii care au prezentat raspuns terapeutic. In grupul de pacienti responderi s-a obiectivat

24



pre-tratament imunopozitivitatea foarte scazuta a IL-10 si o crestere marcata a valorilor [OD
post-tratament. Astfel, un nivel ridicat al IL-10 Tnainte de initierea tratamentului reprezinta
un factor de prognostic negativ pentru evolutia pacientului cu boala inflamatorie. Am
obiectivat de asemenea o corelatie pozitiva intre valoarea IOD a IL-10 pre-tratament si
indicele Nancy post-tratament, fiind astfel confirmat rolul prognostic negativ al
imunoexpresiei ridicate a IL-10. In acelasi timp, o evolutie indelungati a bolii este asociata
cu un nivel scazut al IOD IL-10 post-tratament, ceea ce reprezintd in lotul nostru de studiu
o caracteristica a lipsei de raspuns la tratament. Datele actuale indica evolutia lungd a bolii
drept factor predictiv negativ in BC si CU, iar expresia IL-10 ar putea constitui una dintre

explicatiile imunopatogenice.

5.2 Contributii personale

. Studiul nostru a aprofundat analiza imunohistochimica a markerilor inflamatori, cu
scopul de a evalua prospectiv impactul terapiei biologice 1n timpul tratamentului si de a
identifica markeri cu rol prognostic/predictivi ai raspunsului la tratament. Valorile medii
ale IL-10 la momentul evaluarii index (inainte de initierea tratamentului biologic) au fost
semnificativ mai scdzute la pacientii care au prezentat raspuns clinic si biologic,
comparativ cu non-responderii. Astfel, expresia ridicatd a interleukinei-10 Tnainte de
tratament este asociatd cu esecul terapiei biologice, cu activitatea inflamatorie
histologica si o duratd mai lunga a bolii. Aceasta serveste drept instrument util pentru
identificarea unui subgrup de pacienti cu BII cu risc ridicat care necesita terapii biologice
initiate precoce si pentru orientarea unei strategii de supraveghere intensivd. Aceste date
pot fi extrapolate in viitoare studii multicentrice pentru a identifica noi markeri de
prognostic la tratament.

o In studiul actual, supraexpresia indicelui de pozitivitate p53 si a indicelui de
proliferare Ki-67 a fost observata la pacientii cu displazie, abcese si depletie de mucina,
cu o diferentd semnificativa intre pacientii responderi la tratament si non-responderi.
Consideram cd pacientii cu reactivitate imunohistochimica marcata a p53 si Ki-67 ar
trebui sa urmeze un protocol strict de supraveghere, chiar si in absenta altor factori
considerati in mod traditional cu risc ridicat pentru CCR (colita extinsa, istoricul familial
de CCR).

. Datele din studiul curent infirmd alte ipoteze prezentate anterior care mentioneaza
un potential rol prognostic al imunoexpresiei mucosale TNF-a pre- si post-tratament; nu

am identificat diferente statistice intre pacientii responderi si non-responderi. De
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asemenea, absenta unui prag de semnificatie a fost observatd si intre subgrupurile de
pacienti cu terapie tintitd anti-TNF-a 1n raport cu terapiile de tip anti-interleukina,
inhibitorii JAK sau anti-integrina.

Complexitatea scorurilor histologice reprezinta o bariera in implementarea
remisiunii histologice drept obiectiv pe termen lung. In opinia noastra, indicele Nancy
ar putea fi implementat mai usor in practica curentd. Studiul axat asupra analizei
histopatologice inainte si dupd terapia biologica dovedeste acuratetea acestuia in
evaluarea raspunsului la tratament, obtindnd cel mai Inalt scor in ceea ce priveste
acuratetea, sensibilitatea si specificitatea.

Pledam pentru implementarea pe scara largd a conceptului de "ameliorare
histologica", intrucat acesta reprezintd In opinia noastrd un raport echitabil intre
prognosticul pe termen lung si o expunere excesiva la multiple linii de terapii biologice,
in cazul unor pacienti care nu indeplinesc rigurozitatea conceptului de vindecare
histologica completd. In cadrul cercetirii curente, anumite trisituri histologice
individuale precum depletia de mucinad, agregatele limfoide si ulceratiile pot prezice
raspunsul la tratament. Se confirma astfel importanta evaludrii prospective a
parametrilor histologici individuali care poate conduce la o abordare mai practica si mai
facila de implementat in practica generala.

Absenta remisiunii endoscopice/histologice creste riscul interventiilor chirurgicale,
astfel cd am considerat necesar sd realizdm analiza unui lot de pacienti cu istoric
chirurgical. Am identificat un numar semnificativ mai mare de pacienti cu BC fara
terapie biologica preoperatorie care au necesitat interventie chirurgicald; 1n
contrapondere, in CU majoritatea pacientilor au fost refractari la terapia biologica si au
fost supusi ulterior interventiei chirurgicale, fard a exista insd o diferenta semnificativa
a terapiei biologice Intre momentul pre- si post-operator. Nu a fost obiectivatd nicio
influenta a terapiei biologice in ceea ce priveste fenotipul BII, manifestarile
extraintestinale sau tipul interventiei chirurgicale (de urgenta/electivd). Complicatiile
postoperatorii tind de asemenea sa aiba mai curand legaturad cu operatiile efectuate in

regim de urgentd; terapia biologica nu a avut un impact semnificativ statistic.
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