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Rinosinuzitele recidivante si cronice la copii:

aspecte imunohistochimice
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Recurrent and Chronic Rhinosinusitis: Inmunohistochemical Aspects

The main goal of this study was the detection of T-lymphocytes (CD3+total) and their subtypes (CD4+; CD8+) in patients with chronic
and recurrent sinusitis treated by functional endoscopic surgery and supervised treatment of the physiopathological inflammatory processes
in chronic sinusitis. Immunohistochemical examinations were performed endoscopically on a group of 10 children with chronic and recurrent
sinusitis. All of the children treated surgically showed the presence of T-lymphocytes and their subtypes.

Key words: chronic and recurrent rhinosinusitis, immunohistochemistry, lymphocytes T.

PEI.WIAIIIBIIIpyIOI.I.WIe N XpOHNYeckKne puHOCUHYCUTbI Y AETEI‘I'I: VUMMYHOINCTOXNMNYUNCKNE acneKTbl

JlaHHOe MCCIenoBaHMe NMeTIO Le/bio BeUiBNUTb muMbonutsl T(CD3+ total) 1 nx cy6rpynmst (CD4+; CD8+) y feTelt ¢ peluANBUPYIOLIMIA
U XPOHMYECKVIMU CUHYCUTAMM, Y KOTOPBIX OBUIM NPOM3BEIEHbI XUPYPIUYecKye SHJOCKOIMYecKre omnepanyn. VIMMyHOTNCTOXMMYECKOe
uccrenoBanme ObUIO IpoN3BefeHHO ¥ 10 ieTeil ¢ BBIAB/IEHNEM Pas3HbIX TUIIOB MUMpOLUTOB T.

KiroueBble c1oBa: peluAUBUPYIOLINe U XPOHIIECKIIE PUHOCUHYCUTDI, MIMMYHOIUCTOXUMILS, TuMornTsl T.

Introducere

Sinuzitele paranazale recidivante si cronice la copii
reprezintd entitati patologice destul de frecvente in practica
cotidiand. Afectiunile inflamatorii ale sinusurilor paranazale,
in general, §i in particular rinosinuzita recidivantd si cronicd
la copii desemneaza un capitol dificil si la varsta copilériei se
atesta cu o frecventa de la 18-30% pana la 38-42% [1, 5, 6].

Histopatologia a ridicat si continua sa ridice numeroase
probleme in practica medicald. Avand in vedere numarul mare
de rezultate discutabile sau neconcordante cu datele clinice
si cu evolutia afectiunii la bolnavi, metodele diagnosticului
microscopic s-au modernizat de-a lungul timpului. Astfel,
au fost parcurse mai multe etape: morfologicd, histogenetica,
histochimica si, in perioada actuala - imunohistochimica.

De la stabilirea principiilor generale si standardizarea
metodelor pana la aplicarea in practica a imunohistochimiei
au trecut peste 25 de ani. Doar dupa 1990 imunohistochimia
a fost aplicata pe scara larga in diagnosticare [2, 3]. Spre de-
osebire de metodele morfologice si histochimice, cele specifice
imunohistochimiei impun prelucrarea primara standardizat,
selectia adecvatd a cazurilor si a metodelor de lucru si, nu in
ultimul rand, interpretarea bazata pe datele cert demonstrate
in literaturd [4, 5, 6].

Sectiunile colorate imunohistochimic nu oferd diag-
nosticul printr-o reactie de culoare. In prezent sunt bine
caracterizati numerosi antigeni celulari i anticorpi speci-
fici.

Imunohistochimia reprezintd o metodd de diagnos-
ticare ce combina tehnicile histologice cu cele imunologice
si biochimice, cu scopul de a identifica componente tisulare
specifice printr-o reactie de tip antigen-anticorp, vizualizata
cu o substantd revelatoare. Metodd adaptatd identificarii
antigenilor in celule si in tesuturi, bazatd pe interactiunea

dintre antigen si anticorp. Exploateaza legarea anticorpului de
antigenul specific, vizualizat prin reactia de culoare la nivelul
microscopiei optice. Imunohistochimia permite evaluarea
distributiei si a localizarii unor epitopi intr-o celuld sau tesut
(6,7, 8].

Este cunoscut rolul primordial al factorului infectios in
etiologia procesului inflamator din sinusurile paranazale, dar
mentiondm cd importanta factorului alergic in evolutia clinica
a acestei maladii la copii, la moment, este subestimata. Orice
proces patologic care implicd ostiumul sau epiteliul anizo-
morf ciliat, poate conduce la o patologie a sinusului. Edemul
mucoasei provoacd obstructia ostiumului $i a complexului
ostiomeatal, inhiband drenarea sinusurilor, ceea ce genereaza
tulburari de ventilare ale lor. Spatiul inchis hipoventilat con-
duce la disfunctia ciliard, transsudarea lichidului in spatiul
intracelular si, ca urmare, la ingrosarea si la edematierea
mucoasei sinusului. In aceste conditii, apare o inflamatie
cronica, care deregleaza procesele de colagenogenezd si de
colagenoliza, avind drept consecintd sporirea grosimii stratu-
lui situat sub membrana bazald. Rolul acestor remodelari
tisulare, la pacientii cu sinuzite paranazale si cronice, raméne
deocamdata incert [3, 5, 8, 9]. Astfel, scopul studiului prezent
consta in explorarea naturii acestor modificéri, cu analiza
datelor cantitative si calitative obtinute.

Scopul cercetarii determinarea starii mucoasei pituitare
in regiunea complexului ostiomeatal la pacientii din loturile
de studiu prin investigatie imunohistochimica.

Material si metode

Materialul a fost preluat de la pacientii de la Spitalului
Clinic Republican pentru Copii ,Em. Cotaga’, pe parcursul
anilor 2005-2008. In lotul de studiu au fost inclusi 10 pacienti
(6 biieti si 4 fetite), cu sinuzite paranazale cronice, supusi
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tratamentului chirurgical endoscopic. Lotul de control a fost
format din 5 pacienti (2 baieti, 3 fetite), fara patologia inflama-
torie rinosinuzald recidivanta sau cronicd, dar cu diagnosticul
de deviatie septala, supusi interventiei chirurgicale de septo-
plastie. Varsta pacientilor din ambele loturi a fost cuprinsa
intre 13 si 17 ani. La pacientii din lotul de studiu mucoasa
a fost preluata din regiunea procesului uncinat si de pe bula
etmoidala. La pacientii lotului de control biopsiile au fost
preluate din regiunea cornetului inferior cu consimtdmantul
rudelor apropiate ale pacientilor.

Prelucrarea tesuturilor studiate

Tesuturile prelevate au fost fixate in solutie de formalina
neutrd tamponatd 10% timp de 24 de ore, ulterior dehidra-
tate si incluzionate in parafind. Dupd aceea au fost efectuate
sectiuni in serie de grosimea 5 mcm. Au fost utilizate doua
coloratii histologice ale sectiunilor: colorarea panopticd cu
hematoxilind §i cu eozind si colorarea cu albastru de toluiding,
pentru evidentierea mastocitelor.

Tehnica imunohistochimica

Examenul imunohistochimic a fost efectuat utilizand
tehnica LSAB (LSAB2 si LSAB+, Dako). Blocarea peroxidazei
endogene a fost efectuata cu solutie de apa oxigenatd de 3%. A
fost utilizata urmatoarea garnitura de anticorpi monoclonali:
anti-CD3 (F7.2.38, N-RTU, Dako), anti-CD4 (1F6, Vector
Laboratories), anti-CD8 (C8/144B, Dako), anti-CD19 (LE-
CD19, Dako), anti-plasmocite (VS38c, Dako) si anti-CD68
(KP1, Dako), pentru detectarea respectiv a limfocitelor T, a
limfocitelor T-helperi, a limfocitelor T-supresori, a limfoci-
telor B, a plasmocitelor si a macrofagelor. Pentru evidentierea
imunohistochimica a fiecarui antigen au fost respectate pro-
tocoalele lor de lucru. Controlul negativ al sectiunilor a fost
inclus in fiecare investigatie imunohistochimica.

Evaluarea cantitativd

Sectiunile colorate cu albastru de toluidind au fost
utilizate pentru stabilirea numarului de mastocite in lamina
proprie a mucoasei. Numdrarea a fost efectuatd cu ajutorul
ocularului microscopic, care continea o retea din 10 x 10
pétrate. Latura reticulului la amplificarea x400 era 0,2 mm,
astfel suprafata lui totald era 0,04 mm (0,2 x 0,2 mm). Calcu-
larea a mastocitelor pe 25 de astfel de retele a alcituit numarul
lor pe suprafata de 1 mm? a laminei proprii (0,04 mm? x
25 = 1 mm?). In aceeasi maniera a fost calculat numarul de
limfocite T, T-helperi, T-supresori, limfocite B, plasmocite si
macrofage.

Prelucrarea statisticd a valorilor cantitative a fost
precedatd de calculul mediei aritmetice (M) si a erorii medii
aritmetice (m). Compararea variabilelor in diferite grupuri
independente s-a efectuat prin intermediul criteriului t-Stu-
dent.

Rezultatele examenului imunohistochimic

La fiecare pacient, de reguld, au fost depistate modificari
patologice similare, caracteristice procesului inflamator
cronic. Epiteliul fragmentelor studiate era de tip anizomorf

prismatic ciliat, identic cu epiteliul cdilor respiratorii (fig.
1). In majoritatea sectiunilor, epiteliul era intact in po-
fida reactiei inflamatorii, uneori destul de pronuntati, din
lamina proprie a mucoasei. Remarcam depunerile de cola-
gen sub membrana bazala a epiteliului care, in majoritatea
cazurilor, atingeau grosimi considerabile (fig. 2). Rareori a
fost observatd participarea epiteliului in procesul inflama-
tor, manifestata prin detasarea lui de la membrana bazala.
Infiltrarea epiteliului cu celule inflamatorii a fost observata
rar. Lamina proprie a mucoasei era edematoasa, cu focare
de infiltratie limfomononucleard (fig. 3). Vasele sangvine
ale microcirculatiei frecvent erau congestionate, uneori au
fost depistate hemoragii prin diapedeza, vasculitd, mai rar
tromboza vasculard (fig. 4). Integritatea glandelor submucoase
era pdstratd, rareori erau dilatate cistic, cu mase amorfe de
mucus si cu epiteliu descuamat in lumen si inflamatie cronica
periglandulard. Ductele excretorii glandulare nu prezentau
dilatéri.

Mastocitele erau situate atit in lamina proprie a mucoa-
sei, ct §i in submucoasd in teritoriul interglandular (fig. 5).
Remarcam ca mastocitele submucoasei erau mai degranulate
dect cele din lamina propria (fig. 5, 6). In apropierea focarelor
de infiltratie limfohistiocitara, cat si in interiorul lor, au fost
observate putine mastocite, de obicei, degranulate. Numarul
de mastocite era mult mai mare la pacientii cu sinuzite cronice
(32,1+7,0), in comparatie cu pacientii din lotul de control (9,4
+1,7) (tab. 2). In dou cazuri, la pacientii cu sinuzite cronice,
acest numar atingea valori foarte inalte.

Investigatia imunohistochimica a elucidat variatii
considerabile in distributia §i in numarul celulelor imuno-
competente. Astfel, limfocitele T erau situate cu precadere
in ariile superficiale ale laminei propie (fig. 7). Numaérul de
limfocite T la pacientii cu sinuzite cronice era semnificativ
mai mare (93,6+5,0), in comparatie cu pacientii din lotul de
control (21,4 + 4,2) (tab. 1). Remarcam cd aceasta crestere
se datoreaza, mai ales, sporirii numérului de T-helperi (lim-
focite T CD4 pozitive) care, la pacientii cu sinuzite cronice,
alcdtuia 60,4 + 5,4, comparativ cu pacientii din lotul de
control - 9,8+2,5 (tab. 1). In contrariu, numirul de limfocite
T-supresori (limfocite T CD8 pozitive), la pacientii cu sinuz-
ite cronice, s-a majorat moderat (12,1 + 2,0), comparativ cu
pacientii din lotul de control (3,8 + 1,2) (tab. 1). Aceste date
atestd faptul cd raportul limfocitelor T-helperi/T-supresori,
la pacientii cu sinuzite cronice, este semnificativ mai mare
decét la pacientii din lotul de control. Limfocitele B (CD19
pozitive) erau localizate, in special, in straturile profunde ale
laminei proprie a mucoasei, la limita cu submucoasa, in jurul
vaselor microcirculatiei (fig. 8). Numdrul lor era semnificativ
mai mare la pacientii cu sinuzite cronice (60,9 £ 4,1), decat
la acei din lotul de control (20,8 + 3,6). Plasmocitele aveau o
distributie mai mult superficiald (fig. 9) (tab. 1). Numarul lor
la pacientii cu sinuzite cronice alcituia 44,1 + 3,1, comparativ
cu pacientii din lotul de control, unde numarul era 3,6 £ 0,5.
Remarcam o cregtere esentiala a numarului de macrofage in
lamina proprie a mucoasei la pacientii cu sinuzite cronice
(124,1 £ 12,6) comparativ cu pacientii lotului de control
(17,4 £ 3,8) (tab. 2). La pacientii cu sinuzite cronice frecvent
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Tabelul 1
Numérul limfocitelor T CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ si plasmocitelor pe 1 mm?, lamina propria a mucoasei
Entitate relevanta Limfocite T CD3+ Limfocite T CD4+ Limfocite TCD8+ | Limfocite BCD19+ Plasmocite
Pacienti cu sinuzite cronice (n=9) 93,6+5,0 60,4+5,4 12,1+£2,0 60,9+4,1 44,1+3,1
Lotul de control (n = 5) 21,4442 9,8+2,5 3,8+1,2 20,8+3,6 3,6£0,5
Criteriul Student 28,72 24,10 9,84 18,97 38,47
P P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001
Tabelul 2
Numarul mastocitelor si macrofagelor pe 1 mm?, lamina propria a mucoasei
Entitate relevanta Mastocite Macrofage CD68+
Pacienti cu sinuzite cronice (n = 10) 93,6+5,0 60,4+5,4
Lotul de control (n =5) 21,4+4,2 9,8+2,5
Criteriul Student 9,24 23,72
P P<0,001 P<0,001
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Fig. 1. Aspectul general al mucoasei la pacientii cu sinuzite
cronice (hematoxilina si eozind, x 400).

Fig. 3. Infiltratie limfohistiocitara in lamina propria a
mucoasei la pacientii cu sinuzite cronice (HE, x 400).
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Fig. 2. Depuneri de colagen sub membrana bazala a epiteliului

la pacientii cu sinuzite cronice (HE, x 400).

Fig. 4. Hemoragii si tromboza vasculara in lamina propria
a mucoasei la pacientii cu sinuzite cronice (HE, x 400).
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Fig. 5. Mastocite cu grad moderat de degranulare in corion Fig. 6. Mastocite cu grad mediu de degranulare in

si in submucoasa la pacientii cu sinuzite cronice submucoasa pacientilor cu sinuzite cronice
(albastru de toluidina, x 400). (albastru de toluidina, x 400).

Fig. 7. Limfocite T CD3 pozitive in ariile superficiale ale Fig. 8. Limfocite T CD19 pozitive in ariile profunde ale

lamina propria la pacientii cu sinuzite cronice lamina propria la pacientii cu sinuzite cronice
(AniCD4+, x 400). (AniCD19+, x 400).

Fig. 9. Plasmocite in ariile superficiale ale corionuluila  Fig. 10. Amplasarea macrofagelor sub depunerile de colagen
pacientii cu sinuzite cronice (Aniplasmocite, x 400). ale membranei bazale, dupa tipul ,,epitelioid”. Infiltrarea
epiteliului cu macrofage la pacientii cu sinuzite cronice
(AniCD19+, x 400).
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a fost observata amplasarea macrofagelor sub depunerile de 3. Meltzer E., Hamilos D., Hadley J., Lanza D. Supplement to the journal of
colagen ale membranei bazale dupi tipul ,epitelioid” (fig. 10), Allergy and Clinica Immunology, December 2004; 114(6): 156- 212.

dici in randuri . 1 celulel iteliului. U . 4. Myller J., Torkkeli T., Heikkinen J. Effect of endoscopic sinus surgery on
adica In randuri care mimeaza celulele epiteliulul. Un numar antral mucociliary clearance. Rhinology, December 2006; 44: 193-196.

mare de macrofage infiltrau epiteliul anizomorf ciliat la acesti 5. Sarafoleanu C. Rinologia. Editura Medicali, Bucuresti, 2003, 592 p.
pacienti (ﬁg, 10). 6. Smart A., Slavin Raymond G. Rhinosinusitis and pediatric asthma. Im-
munology and Allergy Clinics of North America, 2005; 25: 67-82.
Concluzie 7. Sobol S., Manoukian J. Inflammation and Remodeling of the Sinus Mucosa
Lo . Lo . . . in Children and Adults With Chronic Sinusitis. Laryngoscope, March
Studiul imunohistochimic atestd modificiri patologice, 2003; 113: 410-414.
caracteristice procesului inflamator cronic ce se manifesta prin 8. Zacharisen M., Casper R. Pediatric Sinusitis. Inmunology and Allergy
variatii considerabile in distributia si in numirul celulelor Clinics of North America, 2005; 25: 313-332. . A
imunocompetente. Limfocitele T au o importanti deosebita 9. Be}‘ger G., Hammel L, Berger R. Hlstopathology (?fthe In.ferlor Turbinate
NP N . o . K . With Compensatory Hypertrophy in Patients With Deviated Nasal Sep-
in fiziopatologia sinuzitelor recidivante si cronice, precum, in tum. Laryngoscope, December 2000; 110: 2100-2105.

particular, limfocitele T CD4+ participa activ in procesele de
initiere si in reglarea procesului de inflamatie.
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Tratamentul etiopatogenetic al amigdalitei cronice la copii
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Etio-Pathogenic Treatment of Chronic Tonsillitis in Children

The palatine tonsils are situated at the entrance of the respiratory and alimentary tracts and represent the first site of contact with a variety of
microorganism and other antigenic substances present in food and inhaled air. The purpose of this article is to present the immune physiology
of the tonsils and their role as active immune organs of the entire upper aero digestive tract and the importance of conservative treatment of
chronic tonsillitis. In the Pediatric Otorhinolaryngological Clinic we treated 280 children with chronic tonsillitis from 1995 to 2009. In 86% of
the cases we obtained positive results after selection of methods of treatment.

Key words: palatine tonsils, chronic tonsillitis, conservative treatment.

dTunonartoreHeTNYeCcKoe fie4yeHne XPOHNYECKOro TOH3WIINTa 'y peten

CoracHO COBpeMeHHbIM IIPeCTaBIeHIIM, HeOHble MIHAIVHBI OTHOCSITCS K ITepridepruiecKuM OpraHaM IMMYHHOIT CUCTEMBI 1 C IIePBbIX
IHeV KM3HY pebeHKa IPMHMMAIOT aKTUBHOE YYacTye B GOpMIUPOBAHMY PEAKIVIT K/IETOYHOTO 1 TYMOPA/IbHOTO IMMYHITETA. DTO 00YCTIOB/IMBAET
uX QYHKIVIO KaK OpraHa, KOTOPBIIL IepBblil B CUCTEME IMMYHUTETA O BEPraeTCs HEITOCPEACTBEHHOMY BO3/IE/ICTBIIO 9K30T€HHBIX (PaKTOPOB,
OIpefe/leHHbIM 00pa3oM pearupyeT Ha HUX, OATOTaBIMBAs OPraHU3M K Hanbo/ee ONTMMaJbHBIM BapMaHTaM MMMYHHOTO OTBeTa. B
oropuHonapusronornyeckom otaenernu JIPKB “ Em. Korara” B teyenne 1995 -2009 rT. 651710 IIPOBEIEHO KOMIUIEKCHOE JIeYeHe U B35TO IO
Habmonenye 280 jeTeil ¢ XpPOHMYECKMM KOMIIEHCMPOBAHHBIM TOH3W/UIMTOM. [10/10)K1Te/IbHbIE pe3y/IbTaThl OblIN IOTy4YeHbI B 86% ciydaes,
YTO HO3BOJIMJIO COXPAHUTB L1eTTOCTHOCTD IMM(OMIHOI TKaH!U MUMPOITOTOYHOTO KOJIBIIA.

KnroueBble cioBa: HeOHbIE MMH/A/INHBbI, XPOHI/I‘IECKI/If/'[ TOH3WIZINT, UMMYHUTET.

Introducere amigdalelor este in continuare o maladie de mare incidenta

Inflamatia cronicd a amigdalelor palatine constituie una atat la copii, cat si la maturi (15-50% din populatie) [1].
dintre cele mai frecvente patologii in domeniul otorinolarin- Problematica tonsilitei cronice a depdsit limitele stiintei
gologiei. Anual sunt elaborate noi metode de tratament cu otorinolaringologice, aceastd patologie fiind tot mai des in
diferite preparate medicamentoase. Cu toate acestea, afectarea centrul atentiei reprezentantilor medicinii teoretice si clinice,
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