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The results evaluation of the immunological study in children with atopic dermatitis

Abstract

In children with atopic dermatitis there are some expected changes of IL-2, IL-4 and TNF-a in blood serum. In all clinical forms of the disease an
increase of serum cytokine levels of IL-2, IL-4 and TNF-a was detected, which was combined with the increase in the SCORAD index and the total serum
IgE levels. There were no significant differences in the levels of these cytokines for extrinsic and intrinsic forms of atopic dermatitis patients. The significant
correlations were revealed between IL-4 and IgE levels in all forms of atopic dermatitis, confirming the ongoing Th2 response in atopic dermatitis flares.
The positive correlations between IL-2 and TNF- a suggest the pro-inflammatory ground towards infiltrative and chronic forms of atopic dermatitis.
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Introducere

Dermatita atopica (DA) este cea mai precoce manifestare
din totalul maladiilor atopice si, adesea, reprezinta primul
pas in asa-numitul “mars atopic”, conducind in 10-60% ca-
zuri spre astm bronsic si rinitd/conjunctivitd alergica [3, 11,
34, 36, 38, 40]. Patogenia DA nu este complet elucidatd. Au
fost propuse cateva ipoteze, inclusiv si cea imunopatologica.
De mentionat comlexitatea si echivocitatea reactiilor alergi-
cein DA [1, 19, 22, 21, 23, 26, 47].

In DA rispunsul imun sistemic este caracterizat prin:
majorarea IgE totale si specifice in serul sanguin; cresterea
nivelului citokinelor IL-4, IL-5 si IL-13; reducerea nivelului
INF-gama si activitatii celulelor natural killers (NK); insta-
larea eozinofiliei [1, 6, 8, 11, 21, 26]. Conform nivelului IgE
totale, DA se separd in doua forme: extrinseca DAe (70-
80%), dirijata de sensibilizari la alergeni alimentari si/sau
aeroalergeni, agenti microbieni sau autoantigeni, precum
si cea intrinsecd DAi (20-30%) cu niveluri normale de IgE
totale, avand debut si sensibilizari specifice mai tardive [2,
8, 11, 15, 21, 26, 29, 35, 42, 51]. Datele literaturii de spe-
cialitate privind corelarea nivelului IgE totale si severitatea
maladiei sunt contradictorii. Unii autori releva cresterea ni-
velului IgE totale in serul sanguin in DA, care reprezinta o
consecintd a procesului autoimun [51]. Cresterea IgE-spe-
cifice este corelatd cu gravitatea DA [12] si reprezintd un
marker in dezvoltarea unui proces alergic la nivelul siste-
mului respirator [11]. in genere, DA extrinsecd, comparativ
cu cea intrinsecd, are un prognostic mai putin favorabil pe
termen lung [53].

Réspunsul imun adaptiv cutanat este determinat de cito-
kinele si celulele notabil implicate, rezultand un pattern bifa-
zic Th2/Th1 si manifestari imune diferite in fazele acute Th2
si cronice Thl [8, 10, 14,21, 27,31, 33]. Prin expresia crescu-
ta a limfopoetinei timice stromale (TSLP), precum si a IL-4
in procesul de antigen prezentare, sunt activate celulele Th2,
celulele Langerhans (CLs) cu receptori FceRI pentru IgE si,

respectiv, rezultd majorarea nivelului setului de citokine Th2
(IL-4, IL-5, IL-13, IL-17, IL-31 etc.), concomitent cu micso-
rarea numarului de citokine Thl (INF-y, IL-12) in leziunile
acute [1, 6, 8, 21, 23, 33]. Citokinele, fiind glicoproteine si
neavand specificitatea imuna, asigura o interactiune inter-
celulard in sistemul imunitar [25] si sunt implicate in per-
petuarea DA. Astfel, IL-4 reglementeaza sinteza IgE si IgG4
cu un efect stimulant deosebit [21, 53]. IL-2 se considera ca
un factor autocrin de stimulare, acceptand diferentierea si
proliferarea clonald a limfocitelor T antigen active, cresterea
si diferentierea limfocitelor B, monocitelor si macrofagelor
[1], avand un impact indirect asupra mediatorilor pruritului.

Keratinocitele si celulele Langerhans (CLs), prin expresia
exageratd a factorilor epidermali de crestere, induc elibera-
rea chemokinelor gen proteina hemoatractanta monocitara
1 (MCP-1 sau CCL-2) si RANTES (CCL-5), precum si a IL-
8, IL-10 stimulate de TNF-a si INF-y [1, 8, 16, 17, 33, 24].
Aceste deregléri pot fi accentuate si de pruritul caracteristic
pentru DA, cu eliberarea in exces a citokinelor proinflamato-
rii (IL-2, TNF-a, IL-1B), rezultdnd un cerc vicios - inflama-
tie, deteriorare a stratului cornos, pierderi de apd, xeroza etc.
Citokinele proinflamatorii joaca un rol important in declan-
sarea unui rdspuns imun adaptiv, avind un impact asupra
cantitatii si activitatii functionale a celulelor efectoare [1, 5,
8,41, 42, 53].

Studii privind nivelul citokinelor IL-2, IL-4, TNF-a cir-
culante au fost efectuate de multi autori [9, 14, 18, 28, 32, 39,
44,45, 46,47, 51, 52, 53], datele obtinute fiind contradictorii.
Astfel, se constata diferente semnificative la bolnavii cu DA,
comparativ cu subiectii sdnatosi, dar si absenta acestora in
alte studii [41, 43, 51].

In acest context, mecanismul patogenetic imunopatolo-
gic in DA este unul complex, bifazic Th2/Thl, concurent in
esentd, fiind exprimat clinic prin succedarea leziunilor exu-
dative acute, caracteristice pentru raspunsul Th2 cu leziuni
infiltrative cronice ce tin de rdaspunsul Thl. Aportul cito-
kinic si cel al IgE in delimitarea clinico-imunologica si sta-
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dializarea DA raméane o problema de cercetat, in contextul
datelor contradictorii ale studiilor efectuate.

Scopul lucrarii. Studierea nivelului citokinelor IL-2,
IL-4, TNFa serice la copiii cu DA de varsta diversd, in forme
extrinsece si intrinsece, raportate la gradul de severitate al
bolii (SCORAD) si nivelul IgE serice totale.

Material si metode

Au fost inclusi in studiu 110 pacienti cu DA, cu varste cu-
prinse intre 3 luni - 18 ani. Evidenta bolnavilor s-a efectuat
in cadrul Institutului Mamei si Copilului, pentru o perioa-
da de 4 ani (2012-2015). S-au exclus bolnavii cu patologii
congenitale, autoimune, neurologice, endocrine, infecti-
oase intercurente active, parazitoze si alte maladii alergice
(astm bronsic, rinita alergicd etc.). Stabilirea diagnosticului
s-a efectuat conform criteriilor Hanifin si Rajka (13). Se-
veritatea maladiei s-a calculat conform scorului SCORAD
(Severity Scoring of Atopic Dermatitis) [20]. Nivelul IgE
serice totale si a citokinelor de studiu (IL-2, IL-4, TNF-a) in
serul sanguin s-a determinat prin metoda imunoenzimati-
ca ELISA cu folosirea ,test-sistemului pentru aprecierea IgE
totale” si a ,test-sistemului Vector-Best” (Rusia). Prelucra-
rea statistica a datelor cantitative s-a efectuat la calculatorul
personal IBM PC, folosind formule statistice programate in
Microsoft® Excel 2007. S-a calculat media aritmetica (M),
veridicitatea diferentei valorilor medii (m) si coeficientul de
veridicitate a datelor parametrice (esantioane independen-
te), utilizand criteriul Student (t), precum si a celor nepara-
metrice (grupuri dependente) cu Wilcoxon test (T). Verifi-
carea corelationala s-a executat cu ajutorul coeficientul de
corelatie Spearman’s rho (rs). Diferenta statistic semnifica-
tiva a datelor parametrice si neparametrice s-a constatat de
la p < 0,05, iar corelatiile s-au identificat ca slabe (sub + 0,3),
moderate (+ 0,3-0,6) si inalte (£ 0,6-1). Lotul de control s-a
constituit din 110 copii ,conditionat sandtosi’, cu vérste cu-
prinse intre 2-18 ani.

Rezultate

Lotul de studiu a cuprins 110 pacienti cu DA si 110 copii
»conditionat siandtosi” (lot de control). Caracteristicile de-
mografice au relevat prevalenta pacientilor din mediul rural
cu 75 (68,2%) cazuri. Copiii au fost incadrati in 3 grupuri de
varstd: pana la 2 ani - 34 (31%) pacienti; de la 2 la 12 ani - 66
(60%); mai mari de 12 ani - 10 (9%) pacienti. Repartizarea
pe sexe a fost una relativ uniforma: béieti - 58 (52,7%) si
fete — 52 (47,3%).

Alimentatia artificiald a copiilor de la nastere s-a inre-
gistrat in 17,3% cazuri, iar dupa 2-4 luni - in 26,4% cazuri.
Debutul maladiei s-a constatat la varsta de 2-6 luni la 81
(73,6%) pacienti, media fiind de 4,3 £ 1,3 luni. Durata mala-
diei a oscilat de la 3 sdptamani pand la 15 ani.

Istoricul vietii la pacienti a relevat urmatorele maladii:
pancreatitd reactivd — 45 (40,9%) pacienti; dischinezii ale
cailor biliare — 34 (30,9%); hepatopatie — 19 (17,2%); pne-
umonie acutd - 21 (19,1%); disbacterioza intestinald — 26

(19,1%); infectie recidivanta a aparatului respirator (3-6 ori
anual) - 81 (60,9%); piodermie — 59 (53,6%); intertrigo — 39
(35,5%) pacienti.

Anamneza familiald s-a dovedit pozitivd la 67 (60,9%)
pacienti, inclusiv, din partea mamei - 34 (30,9%), din partea
tatei — 24 (21,8%) si din partea ambilor parinti - 9 (8,2%)
cazuri.

Conform indexului SCORAD (iSc), bolnavii au fost re-
partizati in trei loturi: lotul I - 23 (20,9%) pacienti, forma
usoard cu iSc sub 20 (media - 18,48 £ 0,48, p < 0,001); lotul
II - 67 (60,9%) pacienti, forma moderatd cu iSc 20-40 (me-
dia - 33,71 £ 0,53, p < 0,001); lotul IIT - 20 (18,2%) pacienti,
formad grava cuiSc peste 40 (media - 55,44 + 2,28, p < 0,001).
Durata remisiunilor a fost de 6-8, 2-3 si, respectiv, 1-1,5 luni
(tab. 1).

Tabelul 1

Indicii SCORAD conform formelor clinice
ale dermatitei atopice

Indici SCORAD
Forme clinice ale DA n P
Mzm
Usoara (n=23) 18,48 £ 0,48 < 0,001
Moderata (n=67) 33,71+£0,53 < 0,001
Grava/severa (n=20) 54,44 + 2,28 < 0,001

Rezultatele studiului efectuat pe 110 pacienti cu DA con-
statd valoarea medie a IgE totale de 129,3 + 15,51 / 19,5 +
3,04 IU/ml, p < 0,001 (lot bolnavi/lot control), fiind de 6,6
ori mai mari, comparativ cu lotul de control. Valorile medii
ale IgE serice totale, in functie de severitatea maladiei, sunt
prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2

Valori medii ale IgE totale (IU/ml)
conform severitatii maladiei (SCORAD)

Gradul severitatii DA IgE totala IU/ml p
Usoara (n =23) 60,45+ 16,15 <0,05
Moderata (n = 67) 109,26 = 13,71 < 0,001
Grava/severa (n = 20) 275,68 £59,75 < 0,001
Lotul de control 19,50 + 3,04

La pacientii cu forma extrinsecd a DA, constatatd la 65
(59,1%) pacienti, valoarea medie a IgE totale serice a fost de
207,64 + 21,36, p < 0,001, iar la 45 (40,9%) pacienti cu for-
mad intrinseca, valoarea medie a IgE serice totale a constituit
15,10 £ 1,99, diferenta fiind nesemnificativd in comparatie
cu lotul de control (p > 0,05) (tab. 3).

Tabelul 3

Valori medii ale IgE totale serice (IU/ml) la bolnavii cu
forma extrinseca si intrinsecd a DA

Formele clinice IgE totala IU/ml P
Extrinsec (n = 65) 207,64 +£21,36 < 0,001
Intrinsec (n = 45) 15,01 +£1,99 > 0,05
Lotul de control 19,50 + 3,04

Profilul citokinic seric proinflamator IL-2/TNF-a, ca-
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racteristic pentru raspunsul Thl, precum si cel IL-4 spe-
cific raspunsului Th2, a fost studiat pe 110 bolnavi cu DA,
comparativ cu cei 110 subiecti ,,conditionat sanitosi” din
lotul de control. Valorile serice medii ale citokinelor la bol-
navi, in comparatie cu lotul de control, sunt prezentate in
tabelul 4.

Tabelul 4

Valori medii ale citokinelor circulante la bolnavii cu
dermatita atopica

Lot bolnavi Lot control
Indici
n M+m n M+m P
IL-2 (pg/ml) (n=110)| 7,02+0,71 | (n=110) | 2,98 + 0,35 |< 0,001
IL-4 (pg/ml) (n=110)| 2,78+0,27 | (n=110) | 1,01 £0,13|< 0,001
TNF-a (pg/ml) [ (n=110) |13,67 £ 0,78| (h=110) | 3,23 £ 0,27 | < 0,001

Analizand datele obtinute, constatim majorarea nivelu-
lui IL-2 - de 2,4 ori, a IL-4 - de 2,8 ori si a TNF-a - de 4,2
ori (tab. 4).

Nivelul citokinelor IL-2, IL-4 si TNF-a la bolnavii cu for-
md severd de DA (media SCORAD - 55,44 + 2,28, p < 0,001)
denota majorari de 3,2, 3,3 si, respectiv, de 6,3 ori, compara-
tiv cu grupul de control. De asemenea, media nivelului IgE
totale in ser a fost net superioara celei din lotul de control
275,68 + 59,75 vs 19,50 £ 3,04 (p < 0,001), fiind majorata de
14,1 ori. Nivelul citokinelor circulante (IL-2, IL-4) in for-
ma moderatd de DA releva cresterea acestora de 2,6 ori si,
respectiv, de 4 ori (TNF-a), comparativ cu lotul de control.
Nivelul IgE totale in serul sanguin la pacientii cu forma mo-
deratd este de 2,5 ori mai mic, comparativ cu nivelul sem-
nalat in forma grava 109,26 + 13,71 vs 275,68 + 59,75. La
pacientii cu forma usoara de DA s-a observat cresterea IL-4
de 2,6 ori si a TNF-a - de 2,2 ori, reiesind din valorile medii
de studiu in comparatie cu cele din lotul de control: IL-4 -
2,67 £0,57/1,01 + 0,13 si TNF-a - 7,13 + 1,18/3,23 + 0,27,
(p < 0,05). Totodata, nivelul IgE totale in serul sanguin este
mai mic, comparativ cu forma grava si moderata de 4,6 si,
respectiv, de 1,8 ori. Valorile medii pentru IL-2 la pacientii
cu forma usoard a prezentat modificari nesemnificative, in
comparatie cu lotul de control (tab. 5).

Tabelul 5

Valori medii ale citokinelor circulante la copiii cu
dermatita atopica severa, moderata, usoara (M+m)

N IL-2 IL-4 TNF-a
Gradul severitatii
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Usoara (n = 23) 3,19+0,74™ | 2,67 +0,57" | 7,13+1,18"
Moderata (n = 67) 7,61+1,01" | 266+031" | 13,92+0,92"
Gravé/severa (n=20) | 9,45+1,42" | 3,34+,0,87" | 20,39+ 1,62"
Lotul de control 2,98+035 | 1,01+0,13 | 3,23+0,27

Notd. *- p < 0,001, ** < 0,05, *** > 0,05, veridicitatea diferentei, in
comparatie cu lotul de control.

Asadar, majorarea nivelului seric de IL-2, IL-4 si TNF-a,

(15)

in comparatie cu lotul de control, se constata la pacientii
cu forma grava si moderatd a DA (indicii SCORAD 55,44
+ 2,28, p < 0,001, si, respectiv, 33,71 + 0,53, p < 0,001). in
forma gravd si moderatd, s-a observat o reducere usoara a
indicilor de 1,2, 1,3 si, respectiv, de 1,5 ori. De mentionat,
nivelul IgE totale inalt in functie de severitatea maladiei, re-
spectiv pentru forma grava - 275,68 * 59,75, (p < 0,001),
moderata - 109,26 + 13,71 (p < 0,001) si usoard — 60,45 +
16,15 (p < 0,05).

Analiza comparativa a indicilor relevd majorarea evi-
denta a TNF-a pentru toate formele maladiei, o crestere mai
putin exprimata pentru IL-2 si una usoard pentru IL-4 la pa-
cientii cu forme grave si moderate.

Valorile medii ale TNF-a, evaluate la bolnavii cu forma
extrinsecd si intrinseca a DA, sunt aproximativ aceleasi. Tot-
odatd, nivelul seric al IL-2 in forma extrinsecd a fost majorat,
comparativ cu cea intrinseca de 1,4 ori, iar pentru IL-4 se
constatd o majorare de 1,9 ori in forma extrinseci, compa-
rativ cu cea intrinsecd. La modul practic, diferentele acestea
nu sunt impundtoare si mai putin notabile (tab. 6).

Tabelul 6

Valori medii ale citokinelor circulante si ale IgE la copiii
cu dermatita atopica extrinseca/intrinseca si subiectii
»conditionat sanatosi” (lotul de control) (M+m)

Forme IgE totale IL-2 IL-4 TNF-a
clinice 1U/ml (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
(E:t_”;‘;‘;’ca 207,64 +21,4° | 7,68+0,9 |3,89+0,49'| 1338+097°
INUINSECE |15 104 1,09™ [5,41 + 0,847 | 2,08 + 0,28 | 13,99+ 132"

(n=45)
Lotul 19,50+3,04 |298+0,35 (1012013 3,23+027
de control

Nota. *- p < 0,001; **- p < 0,05,*** > 0,05, veridicitatea diferentei in
comparatie cu lotul de control

Evaluarea semnificatiei diferentei dintre parametri la
bolnavii cu forma severd, moderatd, usoara, extrinsecd si in-
trinsecd a DA, conform Wilcoxon signed rank test, dovedin-
du-se nesemnificativa pentru: IL-2/control in forma usoar;
IgE/TNF-a in forma intrinsecd; IL-2/11-4 in forma moderata
si ugoara.

Parametrii studiati IgE, IL-2, IL-4 si TNF-a la bolnavii
cu formd severd, moderatd, usoard, extrinseca si intrinsecd a
DA au fost supusi analizei corelationale conform Spearman’s
rho test.

Analizand formele clinice conform severitatii maladiei si
nivelul IgE totale, s-au relevat urmatoarele corelatii semni-
ficative: pozitive intre IgE/IL-4 in forma severa (rs=0,46) si
forma extrinsecd/intrinseca (rs=0,3/0,33); pozitive intre IgE/
IL-2 in forma moderata (rs=0,3); pozitive intre IL-2/IL-4 in
forma severéd/usoara (rs=0,3/0,4), poztive intre IL-4/TNF-a
in formele extrinseca/intrinsecd (rs = 0,22), precum si nega-
tive intre IgE/TNF-a in forma usoard (rs=-0,22).

/
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Discutii

Studiul constata majorarea citokinelor proinflamatorii
(IL-2, TNF-a) in serul sanguin la copiii atopici, fiind in con-
cordantd cu severitatea maladiei (indicele SCORAD) si nive-
lul IgE serice totale. Se constata o corelatie pozitivd semnifi-
cativa dintre nivelul de IgE serice si IL-4 atat in formd severd,
cét si in formele extrinsece si intrinsece, ceea ce denotd o do-
minare a rdspunsului tip Th2 la pacientii atopici in anumite
faze evolutive. Cresterea nesemnificativa a nivelului seric de
IL-4, comparativ cu citokinele proinflamatorii (TNF-q, IL-2)
se datoreaza, posibil, unui rdspuns compensator antagoni-
zat Th1 la copiii cu un istoric de durata a dermatitei atopice,
avand leziuni infiltrative lichenificate.

Conform datelor unor autori, majorarea TNF-a si a IL-2
se observd atat in acutizare, cét si in remisiunea DA [53],
precum si in formele grave si diseminate ale DA [47, 53]. To-
tusi, studiile efectuate privind nivelul seric al IL-2 si TNF-a
la bolnavii cu DA pun in evidentid rezultate diverse, obser-
vand majorarea sau micsorarea acestora [43, 45, 46, 52],
schimbdri nesemnificative [46, 51] sau lipsa schimbarilor
corelative a acestora in functie de severitatea maladiei [43,
54]. Asadar, dinamica citokinelor in evolutia DA este una
contradictorie, confirmand mobilul alternant, bifazic al ras-
punsului Th2/Th1.

Concluzii

1. Se constatd majorarea nivelului citokinelor proinfla-
matorii (IL-2, TNF-a) in serul sanguin la pacientii cu DA,
fiind in concordanta cu severitatea maladiei si nivelul IgE
totale, in special, in formele moderate si severe.

2. Se determind o corelatie pozitivd semnificativa dintre
nivelul de IgE serice si IL-4, atit in forma severa, cit si in
formele extrinsece si intrinsece, ceea ce denotd o domina-
re a raspunsului tip Th2 la pacientii atopici, in anumite faze
evolutive.

3. Cresterea nesemnificativa a nivelului seric IL-4, compa-
rativ cu citokinele proinflamatorii (TNF-q, IL-2) se datorea-
z4, posibil, unui rdspuns compensator antagonizat Th2/Th1.

4. Depistarea corelatiilor pozitive semnificative dintre
IL-2 si TNF-a constatd mentinerea riaspunsului inflamator
cronic de tip Thl, caracteristic pentru formele infiltrative si
mai tardive ale DA.

5. O diferenta notabila a indicilor IL-2, IL-4 si TNF-a in
forma extrinsecd si intrinsecd a DA nu se evidentiazd, ceea
ce corespunde datelor din literatura de specialitate.
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