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INTRODUCERE

Pe parcursul existentei sale umanitatea a dus o permanentd luptd pentru
supravietuire si evolutie. De-a lungul istoriei au existat diferite provocari pe care specia
noastrd a fost pusa in situatia de a le invinge. Calamitati naturale, conflicte armate,
epidemii, sunt evenimente care au decimat milioane de oameni. Cu toate acestea, de
fiecare data omul s-a ridicat, a devenit mai puternic si @ mers mai departe. Situatia nu s-a
schimbat nici in zilele noastre. In continuare ducem aceeasi luptd, care se manifesti pe
diferite planuri. Batiliile sunt din ce in ce mai complexe, cu subtilitati morale si etice.
Oare unde ne vom gasi peste 50,100,1000 de ani?

Lupta contra cancerului este una dintre bataliile majore pe care o duce omul in
zilele noastre. Desi cunoscut de foarte multa vreme, primele documentari fiind din
vremea Egiptului antic (History of cancer, 2009), abia in ultimul secol am ajuns cu
adevarat sa constientizam pericolul constituit de aceastd boala crunta si ne-am mobilizat
in cautarea de solutii pentru a iesi invingatori si din aceasta lupta. Dar, desi eforturile sunt
sustinute, din ce in ce mai bine structurate, realitatea arata ca suntem inca departe de a ne
considera invingatori. Datele statistice globale arata ca in ultimele decenii, nu au aparut
solutii care sa modifice major supravietuirea pacientilor afectati de cancer, iar
mortalitatea asociata acestei patologii s-a redus cu doar 15% in ultimii 30 de ani, in ciuda
resurselor majore umane si financiare implicate in acest proces (Cancer, 2015). In acelasi
timp, analiza efectuata pe diverse tipuri de cancer raporteaza rezultate incurajatoare, cu
progrese uriase in managementului cancerului mamar, a melanomului, cancerului
colorectal (WHO website,2018). Aceste date arata ca eforturile depuse nu sunt zadarnice.
Dezvoltarea tehnologica si descoperirile stiintifice constituie o baza solida pentru
momentul loviturii de gratie, una cu magnitudine similard descoperirii “penicilinei”, cand
va fi identificata terapia care va invinge cancerul.

Subiectul abordat in lucrarea de fatd este inclus in tematica mai larga a
neoplaziilor sferei oro-maxilo-faciale cu mecanismele fiziopatologice si importantele sale
implicatii terapeutice si de prognostic. Acesta este unul dintre tipurile de cancer in care
progresele medicale nu au mers mana in mana cu supravietuirea pacientilor. Datele
statistice arata ca in ultimii 50 ani atat incidenta cat si mortalitatea prin carcinom

spinocelular oro-maxilo-facial au crescut in cifre absolute, pe fondul cresterii sperantei de



viata si a populatiei globale (WHO website,2018). Desi s-au facut progrese in preventie si
optiuni terapeutice, care s-au corelat si cu 0 imbunatatire a supravietuirii, rata de
mortalitate la 5 ani este incid ridicati. Imbunatitirile majore in controlul bolii si
supravietuire sau corelat cu stadializarea, deci diangosticul precoce al bolii, iar date
recente scot in evidenta si imunitatea ca element important in evolutia acestei neoplazii.

In Partea Generald a acesei lucrari am efectuat o documentare extinsa asupra
problematicii carcinogenezei si a implicarii imunitatii Tn debutul si progresia neoplaziilor.
Procesul de tumorigeneza este analizat in toate etapele de evolutie, de la modificarile
intracelulare pana la progresia spre forme avansate de boala, o atentie sporitd fiind
acordata corelatiilor cu apararea imuna antitumorala si raspunsul inflamator sistemic in
carcinomul spinocelular din sfera oro-maxilo-faciala. La acesti pacienti, Stadializarea
clinica ramane criteriul principal prognostic, de unde reiese si importanta unui diagnostic
precoce. Microscopia confocald de reflectanta in vivo este o metoda de investigare
imagistica neinvaziva care si-a demonstrat valoarea in diagnosticul afectiunilor cutanate
precum carcinomul bazocelular sau psoriazisul (Lupu et al., 2019). Aceata tehnica este
propusa pentru evaluarea leziunilor labiale inca din etapa de leziuni precanceroase, de
tipul cheilitei actinice, datele din literaturd oferind rezultate promititoare in ceea ce
priveste utilizarea tehnicii in diagnosticul precoce al carcinomului spinocelular labial
(Lupu, Caruntu et al., 2018).

Pe langa diagnosticul precoce, identificarea unor elemente cu caracter prognostic,
independente de stadializarea clinica, inca din momentul diagnosticului ar putea influenta
abordarea terapeutica a pacientului, cu instituirea unor masuri energice de tratament in
cazurile cu risc crescut de evolutie nefasta. Biomarkerii de prognostic, reprezentati de
elemente circulante sau de la nivel tumoral, sunt intens studiati n toate neoplaziile, deci
si Tn carcinomul spinocelular oro-maxilo-facial, iar raportarile din ultimii ani propun o
paleta larga de molecule cu potential prognostic, de evaluare a rezistentei la tratament si
de monitoizare in aceasta boala (Chen et al., 2019; Laytragoon Lewin et al., 2017;
Né&sman et al., 2017; Spector et al., 2019).

Astfel, In Partea Specialad a lucrarii, am inclus rezultatele obtinute in urma
cercetarilor desfasurate pentru investigarea potentialului de predictie al parametrilor

clinico-biologici imunologici si ai inflamatiei, determinati in mod uzual in evaluarea



pacientilor cu neoplazii in aceasta sfera, analizdnd si puterea prognosticd cumulativa a
acestora. De asemenea, mi-am propus sa evaluez rolul tehnicilor moderne de investigare
imagistica in diagnosticul precoce si monitorizarea pacientilor cu carcinom spinocelular
cu localizare labiald, prin metoda microscopiei confocale de reflectanta in vivo, cu

definirea unor criterii de diagnostic imagistic pentru carcinomul spinocelular labial.

Partea speciala. Contributii personale

Ipoteza de lucru de la care am plecat este ca in procesul de carcinogeneza si
progresie tumorald existd interactiuni complexe intre celulele tumorale si efectorii
sistemului imun, acestea desfasurandu-se pe fondul unui proces inflamator sistemic.
Plecand de la aceste premise, am initiat o analiza complexa a parametrilor clinico-
biologici, corelati cu activitatea imund si inflamatia sistemica, care sunt determinati in
evaluarea curenta a pacientilor cu carcinom spinocelular in sfera oro-maxilo-faciala, cu
scopul de a identifica noi elemente cu potential prognostic, disponibile precoce, inainte
de initierea oricdrei terapii. Urmarind aceleasi valente predictive, am evaluat
subpopulatiile limfocitare circulante la pacientii cu carcinom spinocelular oro-maxilo-
facial in comparatie cu un lot control. Nu in utimul rand, urmarind acelasi obiectiv
privind supravietuirea pacientilor cu carcinom spinocelular din sfera oro-maxilo-faciala,
care este strans corelata cu stadializarea bolii, am evaluat potentialul de diagnostic si de
diferentiere a unei noi metode de investigare imagistica neivaziva, microscopia confocala
de reflectanta in vivo, Tn carcinomul spinocelular labial si leziunile premaligne labiale.

Obiectivele urmarite prin aceasta cercetare doctorala sunt: identificarea factorilor
biologici imunologici si ai inflamatiei, care poartd un caracter prognostic in carcinomul
spinocelular din sfera oro-maxilo-faciala, elaborarea unui algritm de predictie bazat pe
parametri definiti anterior, care sa poata fi implementat in activitatea clinica curenta la
acesti pacienti, caracterizarea pacientilor cu carcinom spinocelular afectdnd sfera oro-
maxilo-faciala din punct de vedere al populatiilor imune circulante si definirea unor
criterii de diagnostic precoce prin tehnica microscopiei confocale de reflectanta in vivo la

pacientii cu carcinom spinocelular labial.



Studiul 1: Analiza complexia a parametrilor clinico-biologici la pacientii cu
carcinomul spinocelular din sfera oro-maxilo-faciala - realizarea unui nou algoritm

de predictie

Scopul cercetarii, ipoteza

Este unamin acceptat faptul ca raspunsul imun si reactia inflamatorie sistemica
joaca un rol major in evolutia cancerului, iar biomarkerii imuni sunt intens studiati atat
pentru potentialul predictiv cat si pentru dezvoltarea si cresterea eficientei terapiilor tinta
imune, care functioneaza pe principiul potentarii raspunsului imun antitumoral. In acelasi
timp, biomarkerul de prognostic ideal ar trebui sa fie facil de prelevat si analizat,
implicand costuri reduse, cu sensibilitate si specificitate inalte, reproductibil la intervale
variate de timp. Plecand de la aceste premize, mi-am propus sa investighez bagajul
prognostic inmagazinat de o serie de parametri circulanti determinati in mod uzual in
evaluarea preoperatorie a pacientilor cu diagnostic de carcinom spinocelular oro-maxilo-
facial n stadii operabile. De asemenea, mi-am propus sa evaluez potentialul cumulativ de
predictie al acestora, prin construirea unui algoritm prognostic.

Material si metoda

In cadrul acestei etape a cercetirii doctorale am realizat un studiu observational
retrospectiv, desfasurat pe durata a 4 ani, in care au fost inclusi pacientii cu patologie
oncologica de tip carcinom spinocelular afectand sfera oro-maxilo-faciala tratati in
serviciul de Chirurgie Orala si Maxilofaciald din cadrul Spitalului Militar de Urgenta
Universitar Bucuresti.

Studiul s-a desfasurat pe un numar de 161 de pacienti. Criteriile de includere au
fost: pacienti cu diagnostic confirmat histopatologic de carcinom spinocelular in sfera
oro-maxilo-faciala, in stadii operabile (T1-T4a), la care au fost disponibile datele de
evolutie. Au fost exclusi subiectii care aveau forme inoperabile de cancer (stadiul T4b),
cei care aveau si alte neoplazii concomitente sau n antecedente, cei cu afectiuni asociate
severe sau decompensate, precum si subiectii cu afectiuni inflamatorii sau autoimune.

In cadrul pregitirilor preoperatorii, a fost evaluata starea generald a pacientilor,

constand in prelevarea de probe biologice si investigatii paraclinice. Rezultatele



hemoleucogramei, a markerilor inflamatori in circulatia periferica si a celor biochimici au
fost analizate, urmarind identificarea de elemente circulante cu proprietati prognostice la
pacientii cu carcinom spinocelular interesand sfera oro-maxilo-faciala.

Prognosticul a fost corelat cu decesul cauzat de boala astfel: evolutia favorabila a

fost definita ca supravietuire totala (OS) si a inclus subiectii in viata la ultima vizita de
dispensarizare/contact telefonic, precum si subiectii decedati din alta cauza decat boala.

Evolutia nefavorabild (DRD) a fost definita ca decesul pacientului prin progresia bolii.

Analiza parametrilor de interes s-a efectuat initial pe lotul total de pacienti si apoi in
functie de extensia loco-regionala a bolii, prin impartirea lotului in pacienti cu boala
incipientd (stadializare TNM I si II) si boala avansata local/regional (stadializarea TNM
1 si IVA).

Analiza efectuata a permis selectia fibrinogenului seric si a raportului celular
plachete-limfocite, PLR, cu corelatii semnificative prognostice in grupul de studiu. Prin
analiza curbelor ROC pentru cei doi parametri am stabilit valorile prag optime si am
construit un algoritm, denumit algoritmul fibrinogen-PLR (AFP), format din patru clase,
in functie de valorile preoperatorii ale fibrinogenului seric si PLR. Utilizdnd metoda
Kaplan-Meier am analizat curbele de supravietuire pentru pacientii inclusi Tn cele patru
clase AFP. Ulterior am efetuat aceeasi analizd in grupul de pacienti cu boald avansata
loco-regional. Valoarea cumulativa prognostica a fost certificata prin analiza curbei ROC

pentru ambele criterii ale algoritmului evaluate simultan.

Rezultate si Discutii

Rezultatele obtinute in urma analizei lotului de studiu sunt in concordanta cu
datele raportate in literatura de specialitate, barbatii fiind mult mai frecvent afectati fata
de femei, cu un raport barbati: femei de 4:1, iar media de varsta a subiectilor fiind de 64
ani. Formele avansate de boald au fost mai frecvent intalnite la barbati (p=0.0437), fapt
care a asociat si o ratd mai mare de mortalitate la acestea, fara a atinge insa pragul
semnificatiei statistice (p=0.0562). Expunerea la facori de risc cunoscuti, fumatul si
consumul cronic de alcool, s-a confirmat la un numar mare de pacienti si in lotul nostru
de studiu, acestia demonstrand si corelatii intens semnificative cu prognosticul pacientilor.

Astfel, pacientii fumatori si la care s-a confirmat consumul abuziv de alcool au avut o



ratd mult mai mare de evolutie nefavorabila, cu o incidentda mare a deceselor cauzate de
boalda, in comparatie cu cei care au infirmat practicarea acestor obiceiuri vicioase
(p=0.0009, respectiv p=0.0003).

Extensia loco-regionala a bolii este criteriul major de prognostic, dar in ciuda
eforturilor depuse pentru un diagnostic precoce, in continuare un numar important de
pacienti se prezinti cu boald avansati loco-regional inci de la prima consultatie. In lotul
analizat, aproape o jumatate dintre pacienti aveau boala avansata la momentul
diagnosticului (48%), dimensiunile mari tumorale si stadiile avansate TNM demonstrand
corelatii intense cu evolutia nefavorabilda (p<0.0001). Localizarea orala este mult mai
frecvent diagnosticata in stadii avansate si se coreleazd cu o rata mai mare de decese
cauzate de boala in comparatie cu localizarile labiala si cutanata (p=0.0294).

In analiza efectuati am constatat ci desi incidenta bolii a fost relativ omogen
distribuitd intre mediul urban si rural (53% si 47%), fara variatii semnificative ale
stadializarii bolii, pacientii proveniti din mediul rural au asociat o rata mai mare a
deceselor cauzate de boala (0.0171). Accesul limitat la servicii medicale in mediul rural
in coroborare cu un nivel scazut al veniturilor la aceasta categorie de oameni, ar putea
explica aceasta situatie.

Tn analiza lotului de studiu am indentificat o corelatie intensa intre radicalitatea
exciziei chirurgicale, cu asigurarea de margini libere tumorale, si stadializarea bolii
(p=0.0001).

Rezultatele studiului de fata au identificat o serie de parametri biologici
determinati Tn mod curent in evaluarea oricarui pacient oncologic, cu potential de
stratificare a pacientilor in functie de riscul prognostic, oferind argumente suplimentare
fata de stadializarea TNM de orientare a conduitei terapeutice. Analiza parametrilor
serologici inflamatori si imuni a identificat diferente semnificative statistic ale valorilor
fibrinogenului seric Intre subiectii care au avut o evolutie favorabila si subiectii la care a
survenit decesul din cauza bolii, atat in lotul total de pacienti (p=0.0001) cat si in analiza
lotului de pacienti cu boala avansatd (0.0061). Analizand valorile fibrinogenului seric n
stadiile incipiente, am constatat ca nivelul acestuia creste odata cu extensia loco-regionala

a bolii (p=0.0294).



VSH-ul, un alt marker al inflamatiei determinat de rutind in evaluarea oricarui
pacient, a demonstrat corelatii intens semnificative cu stadializarea bolii, valori mai mari
fiind identificate la subiectii cu boala avansatd loco-regional (p=0.0095). Desi la analiza
globala acest parametru s-a corelat semnificativ cu evolutia nefavorabila (p=0.0342),
aceasta corelatie nu s-a mentinut la analiza pacientilor cu forme avansate de boala
(p=0.1738).

Analiza elementelor celulare sangvine a evidentiat diferente semnificative statistic
pentru mai multe populatii celulare. Trombocitele s-au corelat semnificativ cu
supravietuirea pacientilor atat in analiza globala cét si in cea focusata pe boala avansata
loco-regional. Desi semnificative statistic, variatiile valorice au fost discrete si s-au
Tncadrat Tn general in intervalul de referintd pentru acest paramentru. Un numar crescut al
trombocitelor circulante s-a corelat cu evolutia nefavorabila in lotul global de pacienti
(p=0.0089) si in lotul cu boala avansata (p=0.0402). Aceleasi modificari au fost observate
si in corelatiec cu stadiile avansate de boala, fara a atinge insd nivelul semnificatiei
statistice (0.0509).

Trombocitele au fost evaluate independent, dar si raport cu numarul de limfocite
plasmatice, parametru cunoscut sub denumirea de PLR. In studiul de fati, PLR a
demonstrat valente prognostice superioare fatd de numaratoarea trombocitelor, valorile
mari fiind corelate cu evolutia nefavorabila atat in lotul global de pacienti (p=0.0037) cat
si la analiza lotului de pacienti cu boald avansata loco-regional (p=0.0058). Cresterea
valorii PLR s-a corelat si cu progresia de la forma incipientd la cea avansatd de boald
(p=0.018). Analiza acestui raport este de mare interes deoarece inglobeaza informatia
furnizata de doi factori celulari independenti, plachete si limfocite, fiecare cu proprietati
prognostice individuale Tn carcinomul spinocelular din sfera oro-maxilo-faciala (Kuss et
al., 2005).

Reprezentatii seriei albe analizati in studiul de fatd au demonstrat diferente
semnificative statistic ale raportului de limfocite din totalul de leucocite in corelatie cu
boala avansatd loco-regional si cu supravietuirea la lotul global de pacienti. Astfel, am
detectat o valoare procentuald scazuta a limfocitelor circulante la pacientii cu boala
avansatd loco-regional (p=0.0068), precum si la pacientii care au avut evolutie

nefavorabila (p=0.0138). Corelatia cu prognosticul nu s-a mentinut si la analiza efectuata



pe grupul de pacienti cu boald avansata loco-regional. De asemenea, am constatat ca
valoarea absoluta de limfocite circulante nu a demonstrat corelatii semnificative nici cu
stadiul bolii, nici cu supravietuirea.

Neutrofilele pe de alta parte au demonstrat un trend invers fata de limfocite, valori
crescute ale acestora in valoare absoluta si/sau procentuala fiind corelate cu progresia
spre forma avansatd de boald (p=0.0213 si p=0.0185), dar si cu evolutia nefavorabila in
analiza lotului global de pacienti (p=0.04). Ca si in cazul limfocitelor, semnificatia
statistica prognostica nu s-a mentinut atunci cand analiza a vizat grupul de pacienti cu
boala avansata loco-regional.

Analiza corelatd a celor doi reprezentanti din seria alba, limfocite si neutrofile,
sub forma raportului neutrofile-limfocite (NLR) s-a dovedit a fi de asemenea cu potenta
prognostica in lotul nostru de studiu. Valorile mari NLR, traduse printr-un numar crescut
de neutrofile si/sau in numar scazut de limfocite, au fost mai frecvent intalnite la pacientii
cu evolutia nefavorabila in lotul total de pacienti (0.0206). Corelatia nu s-a mentinut insa
la analiza efectuatd pe grupul de pacienti cu boald avansata. In schimb, corelatiile au fost
semnificative in relatie cu stadiul bolii, valorile mari NLR fiind mai frecvent intalnite la
pacientii cu boala avansata loco-regional (p=0.0163).

Analiza lotului total de pacienti in functie de stadializarea bolii a pus in evidenta
si o reducere importantd a nivelului ureei serice la pacientii cu boala avansata loco-
regional (p=0.0025). Nivelul seric al ureei nu a avut corelatii cu caracter prognostic,
indiferent de stadializarea bolii.

Analiza prezentata mai sus a permis identificarea a doi parametri in circulatia
periferica care s-au corelat intens semnificativ cu prognosticul atat in lotul total de
pacienti cat si in subgrupul de pacienti cu boala avansatd loco-regional. Componenta
inflamatorie sistemicd, exprimatd prin fibrinogenul seric, si componenta imund
antitumorald, exprimata prin raportul plachete-limfocite (PLR), au demonstrat putermice
valente prognostice. Analiza curbei ROC pentru fibrinogenul seric in lotul nostru de
studiu a calculat o arie de sub curba egala cu 0.7203 (p=0.0001). Analiza similara
efectuata prin trasarea curbei ROC pentru valorile PLR detectate in lotul total de pacienti,
a calculat o arie sub curba de 0.6660 (p=0.004). Calculul curbelor de supravietuire prin

metoda Kaplan-Meier, aplicand valorile prag mentionate mai sus, au aratat diferente



semnificative statistic pentru ambii parametri. Astfel, la subiectii cu valori ale
fibrinogenului seric egale sau mai mari decat 500 mg/dL incidenta decesului cauzat de
progresia bolii a fost semnificativ mai mare (p=0.0017). Rezultate similare am obtinut si
pentru PLR. Grupul de pacienti, care la momentul diagnosticului aveau valori ale PLR
mai mari sau egale cu 125 s-au confruntat cu a incidenta mai mare a deceselor cauzate de
boald (0.0052). Aceeasi semnificatie statisticd s-a mentinut si in analiza curbelor de
supravietuire in lotul de pacienti cu boala avansata loco-regional. Depasirea valorii prag
pentru fibrinogenul seric la pacientii cu boald avansatd s-a corelat cu evolutia
nefavorabila (p=0.0099). De asemenea, subiectii cu boald avansata, la care valorile PLR
determinate preoperator au depasit nivelul prag definit anterior, s-au confruntat cu o rata
mai mare a deceselor cauzate de boala (p=0.0049).

Pe baza rezultatelor raportate mai sus, am decis sa evaluez puterea prognostica a
celor doi paramentri circulanti, fibrinogen si PLR, Tn cadrul unui scor bazat pe
cuantificarea componentelor inflamatorie si imuna periferica, scor pe care I-am denumit
Algoritmul Fibrinogen-PLR (AFP). Pacientii incadrati in cele patru clase ale scorului n
functie de nivelul prag pentru fibrinogen si PLR — AFP1.1, AFP1.0, AFP0.1, AFP0.0, au
demonstrat diferente semnificative de supravietuire prin analiza Kaplan-Meier atat n
lotul total (0.002) cat si in boala avansata loco-regional (0.01). Analiza efectuatd a permis
incadrarea pacientilor din lotul nostru de studiu in doua clase de risc in functie de nivelul
preoperator al fibrinogenului si PLR. Pacientii cu carcinom spinocelular in sfera oro-
maxilo-faciala, cu fibrinogen seric>=500 mg/dL si PLR>=125 — clasa AFP1.1- au asociat
un risc semnificativ mai mare de evolutie nefavorabila, indiferent de stadializarea bolii.
In lotul global, analiza comparativa fata de restul claselor a fost confirmata (p<0.0001).
Aceasi analizd a fost confimata si in lotul de pacienti cu boald avansata (0.0016).
Celelalte trei clase —AFP1.0, AFP0.1 si AFP0.0- nu au avut diferente semnificative
statistic intre ele Tn urma analizei curbelor de supravietuire. Aceste rezultate sugereaza
potentialul prognostic cumulativ al celor doi parametri circulanti in carcinomul
spinocelular din sfera oro-maxilo-faciala. Pacientii care au valori crescute peste nivelul
prag pentru ambele criterii sunt la risc semnificativ mai mare de evolutie nefavorabila
fata de pacientii care au valorile sub nivelul prag pentru fibrinogen (AFP0.1), pentru PLR

(AFP1.0) sau pentru ambele (AFP0.0). Si mai important este ca diferentele se mentin



atunci cand analizdm pacientii cu boala avansata loco-regional (stadiile III si IVA). Acest
fapt sugereaza potentialul independent de prognostic al algoritmului AFP fata de
stadializarea TNM. O analiza efectuata pe lotul de pacienti cu boala incipienta ar fi putut
aduce argumente suplimentare care sa sustind aceasta afirmatie. Nu am putut realiza o
astfel de analiza pentru lotul de pacienti cu boala incipienta din cauza numarului mic de
cazuri la care a survenit decesul din cauza bolii, 5 cazuri, ceea ce pe de o parte este in
concordanta cu rolul major prognostic al stadalizarii TNM 1in carcinomul spinocelular
oro-maxilo-facial, dar a facut imposibild incadrarea unui numar minim de pacienti in
fiecare clasa AFP pentru o analiza valida. Implementarea multicentrica a unei astfel de
analize ar putea contribui major la validare sau dimpotriva infirmarea potentialului
prognostic al AFP.

Potentialul cumulativ prognostic al celor doi paramentri, fibrinogen si PLR, a fost
sustinut suplimentar si in urma analizei curbei ROC care a insumat valorile procentuale
fata de nivelul prag. Cresterea semnificativa a ariei de sub curba in analiza cumulativ,
AUC=0.739 (p<0.0001) fata de 0.7203 pentru fibrinogen si 0.6660 pentru PLR, confirma
efect cumulativ prognostic al celor doi parametri.

Disponibilitate unei evaludri simple, ieftine si rapide a riscului prognostic pe baza
unor elemente circulante determinate de rutina in managementul pacientului oncologic,
este sustinutd prin rezultatele obtinute in urma studiului de fata, si structurate sub forma
algoritmului AFP. Un beneficiu major sugerat prin rezultatele raportate, ar fi caracterul
independent al acestui biomarker prognostic fata de stadializarea TNM. Astfel, chiar si in
formele incipiente de boald, am putea identifica un grup de pacienti cu risc crescut de
evolutie nefavorabila. Acest lucru ar permite adaptarea atitudini terapeutice inca de la
momentul diagnosticului pentru combaterea unei forme cu agresivitate sporita, chiar si in
conditiile stadializarii incipiente. In cazul pacientilor cu boald avansati, atitudinea
terapeutica este energica de la inceput, chiar si cu riscul unor reactii adverse importante,
iar o includere n clase de risc suplimentar nu ar modifica probabil abordarea terapeutica
a pacientului. Cu toate acestea, includerea unui pacient cu boala avansata loco-regional in
clasa de risc crescut AFP (AFP1.1) ar putea permite o optimizare a tuturor etapelor de
management al pacientului oncologic, cu sedinte mai frecvente de dispensarizare, cu

interval mai scurte intre scanarile imagistice, astfel incat virajul catre o evolutie



nefavorabila sa fie depistat precoce si sa permita implementarea de masuri terapeutice
adecvate. Totodata, pacientii cu boala avansata, incadrati in clasa cu risc crescut de
evolutie nefavorabila, ar putea fi candidati pentru terapiile anticanceroase de rezerva
inainte de aparitia recidivelor sau a metastazelor. Din punct de vedere chirurgical,
Tncadrarea n clasa de risc crescut a unui pacient cu carcinom spinocelular in sfera oro-
maxilo-faciala, ar putea orienta medicul catre o interventie mai extinsa, pentru a asigura
radicalitatea exciziei, iar raportarea unor margini de excizie reduse sau chiar pozitive, ar
orienta medicul catre reinterventie si nu catre 0 solutie adjuvanta de controlul local al
bolii. Un pacient la risc ar putea beneficia de masuri suplimentare de asigurare a
radicalitatii tratamentului chirurgical, prin examene extemporanee intraoperatorii,
examene care nu sunt efectuate de rutina in prezent in tara noastra.

Rezultatele raportate sustin potentialul prognostic al algortmului AFP, iar
simplitatea aplicarii acestuia este incurajatoare pentru a putea fi introdus in practica
curentda. Studii suplimentare pe grupuri mai de pacienti cu carcinom spinocelular oro-
maxilo-facial, eventual multicentrice, ar putea valida rezultatele raportate mai sus. lar
introducerea algoritmului Tn sistemul informatic al spitalelor ar putea oferi in rezulatele
raportate pentru fiecare dintre pacienti clasa de risc, scutind astfel medicul de efectuarea
calculelor necesare. Avand in vedere ca rolul prognostic al fibrinogenului si PLR este
sustinut si in alte tipuri de neoplazii, o evaluare a potentialului prognostic AFP ar putea

demostra valente similare si in alte forme de cancer.

Studiul 2. Investigarea subtipurilor de celule imune circulante periferice la pacientii

cu carcinom spinocelular in sfera oro-maxilo-faciala

Scopul cercetarii, ipoteza

In  patogenia  carcinomului  spinocelular  oro-maxilo-facial ~ procesele
imunomodulatorii joacd un rol important, existand numeroase corelatii cu modificari ale
distribugiei si functionalitdfii celulelor imune si in special ale limfocitelor. Analiza
detaliata a impactului diferitelor tipuri limfocitare ar putea contribui la 0o mai bund

intelegere a proceselor imune si a corelatiilor cu procesul de carcinogeneza.



In aceasta etapa a studiului doctoral mi-am propus investigarea populatiilor limfocitare si
a distributiei acestora in circulatia periferica la pacienti diagnosticati cu carcinom
spinocelular in sfera oro-maxilo-faciala comparativ cu nivelurile masurate la subiecti
control avand caracteristici demografice similare. De asemenea, mi-am propus
investigarea in dinamicd a evolutiei nivelului celulelor imune circulante la pacienti
inainte de tratament si dupa finalizarea acestuia, pentru evaluarea unui posibil rol

prognostic al acestor determinari.

Material si metoda

In cadrul acestui studiu observational, prospectiv, au fost inclusi 13 pacienti cu
forme operabile de carcinom spinocelular in sfera oro-maxilo-faciala si un lot control
format dintr-un numar de 20 subiecti fara patologie neoplazica, infectioasd sau
inflamatorie, cu caracteristici demografice comparabile cu lotul test.

Determinarea populatiilor imune circulante a fost realizata preoperator si la trei
luni de la fincheierea tratamentului. Statusul imun celular a fost evaluat prin
imunofenotipare limfocitara — profil de baza si a presupus analiza populatiilor celulare
din sangele periferic prin citometrie in flux pe baza expresiei markerilor de suprafata
dupd cum urmeazi: limfocite T totale (CD3") cu subpopulatiile limfocite T helper cu
fenotip CD3"CD4" si limfocite T supresoare/citotoxice cu fenotip CD3*CD8"; limfocite
B totale cu fenotip CD3"CD19"; celule NK cu fenotip CD3'CD16°CD56".

Pentru investigarea dinamicii evolutiei nivelului populatiilor limfocitare
circulante am efectuat o evaluare comparativa a datelor obtinute inainte de tratament si
dupa finalizarea acestuia. De asemenea, am efectuat o evaluare a diferentelor existente
intre datelor obtinute inainte si dupa tratament la pacientii cu carcinom spinocelular n

sfera oro-maxilo-faciala si subiectii din lotul control.

Rezultate. Discutii

In ceea ce priveste investigarea comparativa intre loturi a populatiilor limfocitare
circulante, datele obtinute atat pre- cat si postoperator au aratat un procent similar al
limfocitelor T totale (CD3+) la pacientii cu carcinom spinocelular si subiectii control. Pe

de alta parte, datele rezultate preoperator privind subpopulatiile limfocitare T au ardtat o



proportie scazuta a limfocitelor T helper (CD4+), un procent semnificativ mai ridicat al
limfocitelor T citotoxice/supresoare (CD8+) si un raport limfocite T CD4+/ limfocite T
CD8+ cu o valoare mult redusa fatd de subiectii control. Aceste diferente s-au mentinut
semnificative si la trei luni dupa incheierea terapiei.

De asemenea, proportia limfocitelor B (CD19+) a fost semnificativ redusa in lotul
pacientilor cu carcinom spinocelular atat pre- cat si postoperator.

Pe de alta parte, cercetarea privind proportia celulelor NK (CD16+) a aratat un nivel
preoperator marcat crescut, insa dupa finalizarea tratamentului nu a mai putut fi pusa in
evidenta o diferenta semnificativa fata de subiectii control.

Analiza noastra a cuprins §i o investigare In dinamica, aceasta ardtand proportii
similare ale populatiilor limfocitare circulante inainte de tratament si la trei luni dupa
finalizarea acestuia, sugerand faptul ca eventualele modificari postterapeutice necesita o
perioadd mai 1indelungata pentru a deveni pregnante, iar afectarea mecanismelor
limfocitare de raspuns antitumoral evidentiata la pacientii cu carcinom spinocelular oro-

maxilo-facial poate persista perioade indelungate dupa instituirea tratamentului.

Studiul 3. Evaluarea modificarilor microstructurale, inflamatorii si imune in

carcinomul spinocelular labial inferior

Scopul cercetarii, ipoteza

Carcinomul spinocelular labial se dezvoltd pe fondul unor modificari
microstructurale instalate progresiv, care in evolutie devin leziuni de cheilita actinica,
leziune precanceroasa frecvent intalnita in populatia generala (De Souza Lucena et al.,
2012). Exista o mare variabilitate de aspecte clinice in leziunile premaligne si maligne ale
buzei, fapt care ridica probleme majore de diagnostic diferential (R.A.M.A.R. et al.,
2012).

In cadrul acestei etape a cercetarii doctorale mi-am propus si evaluez in ce
masurd microscopia confocald de reflectantd in vivo, poate fi utilizata in diagnosticul
leziunilor premaligne si maligne de mucoasd labiald. De asemenea, mi-am propus sa

analizez caracteristicile microstructurale, inflamatorii si imune care diferentiaza



carcinomul spinocelular al buzei si cheilita actinica, utilizand aceasta tehnica inovativa de

investigare imagistica.

Material si metoda

Tntr-o prima etapa a studiului nostru, pentru identificarea criteriilor de diagnostic
imagistic in vivo prin microscopic confocala Tn cheilita actinica si carcinomul
spinocelular labial am evaluat preoperator, cu ajutorul microscopului confocal Vivascope
1500, trei pacienti la care, in urma examenului clinic, am stabilit diagnosticul prezumtiv
de cheilita actinica intr-un caz si carcinom spinocelular labial inferior in faza de debut
pentru alti doi pacienti. Ulterior, pacientii au efectuat interventia chirurgicala de excizie a
leziunilor iar piesele de excizie au fost examinate histologic, utilizand metoda standard de
coloratie cu hematoxilin-eozina.

Tn a doua etapa a cercetarii, pentru definirea caracteristicilor structurale, imune,
vasculare si a criteriilor imagistice de diferentiere prin tehnica de microscopie confocala
in vivo a leziunilor premaligne si maligne de buza, am initiat un studiu in care au fost
inclusi 12 pacienti cu suspiciune clinica de cheilita actinica (4 cazuri) sau carcinom
spinocelular labial inferior (8 cazuri).

Pentru achizitia preoperatorie de imagini de microscopie confocala a fost utilizat
microscopul confocal Vivascope 1500. Ulterior, pacientii inclusi in studiu au fost tratati
chirurgical, efectuandu-se vermilionectomia/biopsia incizionala in scop diagnostic pentru
cheilita actinica si excizia radicala a leziunilor suspecte de carcinom spinocelular. Piesele
de excizie sau biopsie au fost examinate prin tehnici standard histopatologice, iar
supozitia clinica s-a confirmat pentru fiecare dintre pacienti.

Imaginile de microscopie confocalda au fost investigate, analizand urmatoarele
criterii de diagnostic imagistic:

- la nivelul epidermului: ulceratie, hiperkeratoza/scuame, paracheratoza, aspect
atipic de “fagure” Tn stratul granulos/spinos, dezorganizarea arhitecturii in stratul
granulos/spinos, keratinocite in “tinta” in stratul granulos/ spinos, celule dendritice

- la nivelul jonctiunii dermo-epidermice: diametru vascular marit, densitate

vasculara crescuta



- la nivelul dermului: elastoza solard, celule inflamatorii, celule dendritice,
keratinocite atipice (cu aspect neregulat/nucleate), structuri in forma de “cuib”, perle de

cheratina.

Rezultate. Discutii

Rezultatele preliminare obtinute dupd evaluarea primilor pacienfi cu leziuni
labiale prin tehnica de microscopie confocald (Lupu, Caruntu, et al., 2018; Lupu, Caruntu,
et al., 2018) au pus bazele analizei ulterioare pe loturile de pacienti cu cheilita actinica,
respectiv carcinom spinocelular de buza, prin care ne-am propus identificarea unor
criterii de diagnostic prin microscopie confocala in cele doua tipuri de leziuni.

Caracteristicile asociate cu cheilitd actinicd al investigatiei prin microscopia
confocala au fost aspectul atipic de “fagure” si prezenta de celule in ,,tintd”. Leziunile de
carcinom spinocelular au fost caracterizate prin prezenta unei dezorganizari totale a
arhitecturii epidermice si a celulelor inflamatorii care infiltreaza dermul.

Analiza elementelor vasculare prin microscopie confocalad a evidentiat modificari
importante, vasele fiind mai mari si in numar crescut in leziunile de carcinom fata de cele
de cheilitd actinicd, ceea ce denotd o activitate metabolica intensa la nivel tumoral,
traduse prin neovasularizatie si aport sangvin crescut.

Dupa datele pe care le-am avut la dispozitie pana in prezent, studiul nostru este
primul din literatura de specialitate care demonstreaza posibilitatea utilizarii tehnicii de
microscopie confocala Tn evaluarea carcinomului spinocelular labial.

Evaluarea prin microscopie confocala a leziunilor de carcinom spinocelular labial
ar putea permite definirea unor criterii de diagnostic imagistic, care sa faciliteze
diferentierea formelor invazive de boala fata de leziunile in situ si cheilita actinica, prin
metode simple, neinvazive, precum si dispensarizarea leziunilor suspecte. Avantajele
tehnicii de microscopie confocala fata de abordarea clasica sunt caracterul non-invaziv si
repetitiv al metodei, ceea ce permite evaluarea in timp real, rapida a epidermului si partial
a dermului fara a crea un disconfort semnificativ pacientului si fara a necesita alte
echipamente si dispozitive de laborator.

Concluzii finale si contributii personale



Rezultatele obtinute prin analiza complexa a parametrilor clinico-biologici,
studiul subtipurilor de celule imune circulante periferice si evaluarea in vivo a
modificarilor microstructurale, inflamatorii si imune la pacientii cu carcinom spinocelular

din sfera oro-maxilo-faciala, ne-au permis formularea urmatoarelor concluzii:

= Markerii periferici ai inflamatiei sistemice, fibrinogenul seric si VSH-ul, se modifica
la pacientii cu carcinom spinocelular oro-maxilo-facial odata cu progresia bolii spre
stadii avansate loco-regional si in conditii de evolutie nefavorabila

» Tulburarile de aparare imund in progresia carcinomului spinocelular oro-maxilo-
facial sunt sugerate de modificarile constatate la nivelul populatiilor de celule albe,
reducerea procentului de limfocite circulante in contrabalanta cu cresterea numarului
de neutrofile fiind corelate cu un prognostic nefast la acesti pacienti

» Evolutia nefavorabila in carcinomul spinocelular oro-maxilo-facial este marcata de
modificari ale numarului de trombocite circulante, care in corelatie si cu modificarile
suferite de limfocite, sub forma raportului plachete-limfocite (PLR) pot fi utile n
evaluarea prognostica a pacientilor

* Includerea caracteristicilor inflamatorii si imune intr-un algoritm de predictie, bazat
pe valorile serice ale fibrinogenului si PLR, permit stratificarea pacientilor cu
carcinom spinocelular oro-maxilo-facial n grupe de risc prognostic

= Proprietatile prognostice ale fibrinogenului seric si PLR la pacientii cu carcinom
spinocelular oral au caracter cumulativ, sporind puterea de predictie fata de fiecare
dintre cei doi parametri analizati individual

= Proportiile populatiilor si subpopulatiilor limfocitare in circulatia periferica a
pacientilor cu carcinom spinocelular oro-maxilo-facial, sunt profund modificate
fata de subiectii control, iar aceste modificari persistd o perioada indelungata dupa
finalizarea tratamentului.

» Markeri ai proceselor inflamatorii, precum prezenta infiltratului inflamator dermic
si a vaselor sanguine cu diametru crescut fac parte din caracteristicile
carcinomului spinocelular labial inferior la examinarea in vivo prin microscopie
confocald de reflectantd alaturi de modificari microsctructurale, precum

dezorganizarea completa a arhitecturii epidermice



= Tehnicile moderne de evaluare imagistica neinvaziva, precum microscopia confocala
de reflectantd pot reprezenta metode utile in diagnosticul si evaluarea prognostica a

pacientilor cu leziuni premaligne si maligne ale buzei

Disponibilitatea unei evaluari simple, ieftine si rapide a riscului prognostic pe
baza unor elemente circulante determinate de rutind in managementul pacientului
oncologic, este sustinuta prin rezultatele obtinute in urma studiului de fata, si stucturat
sub forma algoritmului AFP. Un beneficiu major sugerat prin rezultatele raportate, ar fi
caracterul independent al acestui biomarker prognostic fata de stadializarea TNM. Astfel,
chiar si in formele incipiente de boald, am putea identifica un grup de pacienti cu risc
crescut de evolutie nefavorabila. Acest lucru ar permite adaptarea atitudinii terapeutice
inca de la momentul diagnosticului pentru combaterea unei forme cu agresivitate sporita,
chiar si in conditiile stadializarii incipiente.

Totodata, pacientii cu boala avansata, incadrati in clasa cu risc crescut de evolutie
nefavorabila, ar putea fi candidati pentru terapiile anticanceroase de rezerva inainte de
aparitia recidivelor sau a metastazelor. Din punct de vedere chirurgical, incadrarea in
clasa de risc crescut a unui pacient cu carcinom spinocelular in sfera oro-maxilo-faciala,
ar putea orienta medicul cdtre o interventie mai extinsa, pentru a asigura radicalitatea
exciziei, iar raportarea unor margini de excizie reduse sau chiar pozitive, ar orienta
medicul catre reinterventie si nu catre o solutie adjuvanta de controlul local al bolii. Un
pacient la risc ar putea beneficia de masuri suplimentare de asigurare a radicalitatii
tratamentului chirurgical, prin examene extemporanee intraoperatorii, examene care nu
sunt efectuate de rutind 1n prezent in tara noastra.

Rezultatele raportate sustin potentialul prognostic al algortmului AFP, iar
simplitatea aplicarii acestuia este incurajatoare pentru a putea fi introdus in practica
curentd. Studii suplimentare pe grupuri mari de pacienti cu carcinom spinocelular oro-
maxilo-facial, eventual multicentrice, ar putea valida rezultatele raportate mai sus. lar
introducerea algoritmului Tn sistemul informatic al spitalelor ar putea oferi in rezulatele
raportate pentru fiecare dintre pacienti clasa de risc, scutind astfel medicul de efectuarea

calculelor necesare. Avand in vedere ca rolul prognostic al fibrinogenului si PLR este



sustinut si in alte tipuri de neoplazii, o evaluare a potentialului prognostic AFP ar putea
demostra valente similare si in alte forme de cancer.

Studierea modificarilor subseturilor limfocitare in sangele periferic al pacientilor
cu neoplazii in sfera orald si maxilo-faciala a suscitat interesul cercetatorilor in diverse
etape ale cunoasterii mecanismelor fiziopatologice implicate in acest tip de patologie iar
rezultatele studiului nostru aduc un plus de informatii, in contextul in care datele din
literatura de specialitate oferd o imagine neconcludenta. Continuarea studiilor in aceasta
arie a cercetarii va permite descifrarea unor noi mecanisme in universul complex al
conexiunilor ntre procesele imuno-inflamatorii si carcinogeneza si va putea deschide noi
carcinom spinocelular oro-maxilo-facial.

Pana in prezent, nu sunt raportari care sa ateste utilizarea tehnicii de microscopie
confocala in evaluarea carcinomului spinocelular labial, datele publicate de grupul nostru
si prezentate mai sus fiind singurele informatii disponibile in literatura de specialitate in
aceasta boala. Validarea rezultatelor raportate pe loturi semnificative de pacienti cu
carcinom spinocelular de buza si cheilita actinica ar putea permite definirea unor
protocoale de diagnostic prin microscopie confocald si includerea acestei metode de

investigare imagistica in arsenalul de tehnici de evaluare a leziunilor de buza.
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